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RESUMEN
En este trabajo se han analizado las propiedades (luco-químicas de las proteínas
núcleo lares NopA 100 y NopA64. que son mayontanas en la fracción soluble de los núcleos de
células en proliferación, aunque también presentan nivele* significanvos en la fracción mil
iruoluble (matriz nuclear).
Las proteínas mostraron un incremento en la fase G2 del ciclo celular. Mediante
inmunocitoquimica a nivel de microscopía óptica y electrónica, se observó una divinhucion
desigual dentro del nucléolo, apareciendo principalmente en los componentes fibnlarcs I n
análisis mediante Wet$tm blot con anticuerpo anti-NopA 100 mostró una banda principal a 1ÍX)
kDa junto con una serie de proteínas relacionadas con ella, de menor tamaño Este resultado
sugiere que la NopA 100 sufre un proceso fisiológico de maduración proteolitica. lo que fue
confirmado mediante un tratamiento con un inhibidor de proteasas general, la Icupeptina. Se
observó una relación entre el incremento de la actividad del nucléolo y la actividad de la
NopA 100, el progreso en el ciclo celular y la maduración de la proteina. Hemos demostrado
que las variaciones de la NopA 100 durante la progresión del ciclo celular van acompañadas de
una reorganización estructural del nucléolo, que es expresada en cambios cuantitativo* de la
contribución relativa de los diferentes subcomponentes nuclcolarcs al volumen total del
nucléolo. Coasiguientemcnic. hemos diseñado un modelo estructural de la organización
nucleolar para cada uno de los períodos de la m1crfa.se
El conjunto de sus propiedades identifica a la NopA UKi como una proteina homologa a
la nueleolina de mamíferos > a la NopA64 como un fragmento estable de la NopA 100 I sic
hecho, junto con el análisis detallado de las secuencias de aminoácidos del resto de "proteínas
semejantes a nueleolina" en otros organismos, confirma la alta conservación evolutiva que
presenta, la cual es la consecuencia del papel funcional extraordinariamente relevante de esta
proteína en la vida de la célula, interviniendo decisivamente en ta regulación del ciclo celular y
de la biogénesis de los ribosomas y en la coordinación de ambos procesos.
Mediante la combinación del fraccionamiento secuencial con la realización de gclcs
tridimensionales. Western hlnt y tinción "AgNOR". hemos definido un conjunto de spots
relacionados con la proliferación celular entre los que se encuentran la B23. NopA 100 y
NopA64 y hemos obtenido el patrón bidimensional para los dos estados, proliferativo y no
prolifcrativo. Estas técnicas han puesto de manifiesto la gran importancia que tiene la
fosforilación de algunas de estas proteínas, en particular de la NopA 100. en la modulación de
u^ actividad..
ABSTRACT
In this worfc wc have studicd the phytico-chcmical fea turo of thc nuclcolar protctm
NopAlOO and NopAM. which are majar protctns in thc soluble nuclear fraetton tn
proliferating celK. although they al so display significan! levéis in thc most involuhlc
fraclion (nuclear matrix).
The lepéis of these proteins «ere higher in thc 02 phasc (han in any other nhase of
the cell cyc'le. Their nuclcolar diMnhutmn. studied by light and electrón microsopy. was
uneven. mainly appcanng in thc fibnllar components of thc nucleolus. Western blot
analysis with anu-NopAlOO antibody revealed a major band at thc Icvcl of 100 kDa and
.IIMI ihe presence of a seríes of mmor and smallcr bands. which are thc rcsult of thc
proteolytic maturation of NopAlOO. This fací has been cvidcnccd afler treatment with
leupeptin. a general proteasc inhibitor: a rclationship between thc mercase in thc activity of
nucleolus. the activity of NopAlOO. thc cell eyele progression, and the proteolytic
maturation of the protein. has been postulated.
Varíations of NopAlOO through thc cell eyele are accompamed by a structural
reorganizatton of thc nucleolus. which is expressed as quantitative changes in thc rclati\c
contríbution of thc difieren) nucleolar subcomponents to the uholc nuclcolar volume
Conscquenily, we have designcd a structural model of nucleolar organi/ation for cach onc
of the intcrphasc períods of proliferating cclls
KM tu res of NopAlOO show intcrcsiing analogics wiih thosc of mammalian
nucieolin, on its p.in. \opA64 appcars lo be a stabic fragment of thc NopAlOO. "Ruis, both
protaiM should be ineluded in thc protein group known as "nucleolin-like" protcmv This
fact, together with a dctailed analysis of thc amino acid vcquenecs of the rest of "nuclcolin-
like" proteins in other organisms. confirms thc high evolutionary conservation of nucleolin
and its homologous proteins. which is thc consequence of the highly relevan! functional role
played by this protein in thc life of the cell, taking a decisive part in thc regulation of ihe
ribosome biogénesis and of thc cell eyele. as well as in the coordinaron of thc lwo
processes.
By using a combination of sequenttal. functionally significan! fractionation with
bidimensional gel electrophoresis. Western blot. and AgNOR staming. we have defined a
collection of spots related to cell proliferalion. such as B23, NopAlOO. and NopA64, and
we have got the bidimensional pattern for both actively proliferating and non-prohferating
cells. These tcchntqucs have shown thc importance of phosphorylation in thc modulation of
the activity of some proteins. particularly of NopAlOO.
Rctumctt^ Aburad
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INTRODUCCIÓN
I . - A P R O X I M \ < I O N \ I \ I N \ I S l l < ; \ ( I O N I S I ' V í I \ l .
La investigación de la respuesta de los sistemas bu.laicos al ambiente espacial
tiene dos objetivos: en primer luga/, verificar los efectos de ta exposición prolongada de
ION seres vivos a esle ambiente, factot <JM M critico p.ir.i continuar con los planes de
exploración espacial posteriores, que pueden llegar a incluir la colonización por el ser
humano de otros planetas o cuerpos celestes. En segundo lugar, aprovechar las
posibilidades ofrecidas por este tipo de experimentos para investigar los posibles efectos
de parámetros físicos, en principio, inaccesibles a la experimentación habitual en Tierra
y que actúan de forma permanente sobre los seres vivos, el más importante de los cuales
es la gravedad.
La instalación espacial más importante que se ha construido con el proposito
fundamental de posibilitar la investigación sobre los efectos de la ausencia de gravedad,
es la Estación Espacial Internacional (ISS, Intemaüonal Sptuv Statmn). que nace como
consecuencia de una iniciativa conjunta (sin precedentes ni en este ni en otros campos)
de las Agencias Espaciales norteamericana, japonesa, rusa, canadiense y la Agencia
I uropca del Espacio <ESA). en la que se enmarcan las iniciativas y contribuen
españolas Hsparta es miembro fundador de la HSA desde 1.975 y la investigación
espacial viene ocupando un lugar en los sucesivos Planes Nacionales de Implicación
En el mes de octubre de 2.003 ha tenido lugar la "Misión Cenantes", costeada por e1
Gobierno Español, en la que el astronauta Pedro Duque, miembro del Cuerpo Europeo
de Astronautas, ha realizado experimentos en la ISS durante 7 días, incluyendo un
experimento diseñado en nuestro laboratorio cuya preparación y resultados preliminares
forman parte de la présenle Memoria.
Dentro de los objetivos generales de la colonización espacial, el establecimiento
tic poblaciones estables de plantas en el espacio es un requerimiento para la explotación
de los hábitats extraterrestres por el hombre. Para poder llevar a cabo c-tc objetivo, es
esencial conocer cómo la microgravedad afecta a los procesos básicos en el crecimiento
y desarrollo de las plantas. A nivel celular, uno de los procesos esenciales es la
proliferación, y. como consecuencia de ella, el ciclo celular.
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La existencia del ciclo celular es una característica evolutivamente muy
conservada, lo que da idea de la importancia que tiene pan la vida. La maquinan*
celular que gobierna la proliferación celular y la progresión en el ciclo celular afecta a la
regulación de todos los procesos básicos de la cclula. como la expresión fénica, síntesis
de proteínas, vías energéticas, transducción de señales, cíe. Entre estos procesos te
encuentra la biogénesis de los ribosomas. cuya regulación esta directamente ligada a los
factores que controlan el crecimiento y la proliferación celular. Como se tendrá ocasión
de constatar ampliamente a lo largo de esta Memoria, la relación se establece mediante
las proteínas nucleolarcs. que son dianas de factores de proliferación y desempeñan un
papel importante en la activación de diferentes etapas de la síntesis de los prccurMiti>
ribosómicos y su procesamiento.
Los experimentos espaciales sobre proliferación celular han sido muy escasos,
pero han mostrado una paradoja: los sistemas celulares de cucanotas simples, como los
cultivos celulares de mamíferos, parecen ser sensibles y responder a la ausencia de la
gravedad mediante cambios en sus niveles de proliferación y en las vías de la
transducción de señales (Claasen y Spooner, 1994; Cogoli y Cogoli-Greutcr, 1997:
Lewis et ai., 1998), mientras que Jos sistemas multicelulares complejos, como los
procesos de desarrollo embrionario que, en definitiva, resultan de la agregación
organizada e intcrdcpcndicntc de multitud de procesos a nivel celular, aparentemente
parecen no estar afectados (Marco ci al., 1996).
En el momento actual, los efectos específicos debidos a la influencia de la
microgravcdad en la regulación de la biogénesis de ríbosomas y su relación con la
maquinaría de proliferación celular y progresión del ciclo son prácticamente
desconocidos. La biogénesis de los ribosomas está mediada por la asociación correcta
de los genes, factores de transcripción y la maquinaria de procesamiento de los
transcritos en un cierto dominio del núcleo, el nucléolo.
En este trabajo hemos caracterizado una sene de proteínas nucleolarcs durante la
interfase que* por sus características, hacen de ellas unas buenas marcadoras para el
estudio de los mecanismos de btogénesis de nbosomas y el control del ciclo celular y
proliferación celular en plantas, así como de las relaciones entre ambos procesos.
Además, se ha caracterizado mediante geles bidimensionales el patrón proteico de
poblaciones meristemátícas y no mcristemáticas de la raíz. Los resultados obtenidos en
experimentos realizados con plantas crecidas en tierra se utilizarán como controles de
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los mismos experimentos realizados con plantas crecidas en condiciones de
microgravedad.
II.- EL CICLO CELULAR
El ciclo celular es un conjunto ordenado de eventos que culmina con la división
de una célula en otras dos células idénticas, un hecho esencial para el sostenimiento de
la vida. El modelo clásico del ciclo celular con sus cuatro etapas fue definido por
primera vez en 1953 por Howard y Pele cuando demostraron que la síntesis del DNA
ocurría durante un periodo discreto de la intcrfase. Sus cuatro fases son, G l t S, Gi y M
(figura 1), Las tres primeras se denominan conjuntamente mterfase, que sería el período
que transcurre entre una mitosis y la siguiente. Después de haberse dividido, la célula
destinada a dividirse nuevamente entra en fase d , pero si la célula ya no va a dividirse
nuevamente, se dice que pasa a la fase Go. ya que ésta se retira del ciclo celular.
figura 1.- Representación esquemática de las
cuatro fases del ciclo celular.
Este período Ci| comicn/a después de que haya
tenido tugar la atocínese de la división
^ ^ ^ a n t e r i o r ; La célula aumenta de tamaño y se
sintetiza nuevo material cilopiasmático. La
célula hija en su origen es pequeña y posee un bajo contenido energético debido al gasto
experímentado durante la mitosis. por lo que en este período se produce la acumulación
del ATP necesario y el incremento de tamaño celular. En esta fase tienen lugar las
actividades de la célula diferenciada, tales como secreción, endocitosis, actividades
biosintéticas, etc. Es el periodo que más variación de tiempo presenta, pudicndo durar
días, meses o años, aunque, por lo general, en células proliferantes sólo dura horas, y en
levaduras, minutos.
Dado que e1 DNA contiene la información genética de la célula, antes de la
mitosis deben generarse dos moléculas idénticas para ser repartidas entre las dos
células. Al periodo en el que ocurre este proceso se le denomina fase S, o de síntesis o
de replicación del DNA.
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La fase d es el tiempo que transcurre entre la duplicación del I>NA y el inicio
de la mitosis. Dado que el proceso de sintcsif consume una gran cantidad de energía, la
célula entra nuevamente en un proceso de crecimiento y adq I de ATP
energía acumulada durante la fase G; se utilizará para el proceso de miiosis, En
periodo se ponen en marcha los controles que moni lor ian si el DNA se ha replicado
correctamente, el proceso que se denomina "chequeo G2".
La fase M representa la mitoMs. en esta etapa se produce el reparto, a cada
célula, de una copia de la información genética, previamente duplicada en la fase S. > ta
división citoplasmática (citocmcsis»
1. Regulación del ciclo
La progresión a lo largo del ciclo celular requiere de procesos altamente
regulados por un número elevado de vías y punios de chequeo en los que intervienen
múltiples factores a través de la interacción de una compleja maquinaría molecular.
Estos aseguran que los procesos críticos, como son la repücación y reparación del DNA
y segregación de cromosomas, se realicen en condiciones óptimas (Pclayo et al.. 2001).
En eucahotas. esta maquinaria se encuentra muy conservada y las principales moléculas
encargadas de la regulación son quinasas dependientes de ciclmas < < I ' K M I l'incs, 1995;
Nigg. 1995). Estas CDKs son quinasas especificas de scnna/irconina y están reguladas
positivamente mediante la asociación de subunidades reguladoras llamadas ciclinas, y
por procesos de fosforilación y dcsfosforilación de aminoácidos específicos. Dentro de
sus secuencias están caracterizados algunos motivos específicos con función de unión a
ATP, a ciclinas y sitios conservados de regulación por fosforilación (Segers et al.. 1998)
en los que se fosfonla un residuo de treonina a través de una quinasa activadera de CDK.
(CAK) (Fowler et al.. 1998». Las CDKs actúan fosforilando moléculas cruciales para la
división celular. Entre los sustratos de los complejos CDK-ciclina se incluyen
reguladores transcripcionales, proteínas del citocsquclcto. de la matriz nuclear, de la
membrana nuclear y otras proteínas con funciones importantes en el ciclo celular
(Morgan. 1997; Nigg, 1995). En la actividad de las CDKs también son importantes
ciertas proteínas que actúan como moduladores, como son las proteínas inhibidoras de
las CDKs (CKIs). estas proteínas inhiben la progresión del ciclo celular al asociarse a
DK> y formar complejos con ellas (Inzc el al., 1999; Nakayama y Nakayama.
1998).
La función de las ctclinas, al formar complejos con las CDKs. es contro4sf su
actividad, sustrato y Realización subcelular. Realmenic la complejidad del ciclo celular,
tanto en plantas como en anímales > levaduras, se ve reflejada por la existencia de
muchos tipos de cichnas y CDKs. En concreto, en las plantas se han identificado un
gran número de cichnas; Arabido¡n¡\ nene alrededor de 30 genes para ácimas
(Vandepoele et a/.. 2002). Renaudin (19%) clasificó las ciclinas de plantas, besándose
en su similitud de secuencias, dentro de tres grupos. CycA. CycB y CycD. aunque
posteriormente se identificaron otros dos, CycC y CycH (Yamaguchi ci a/., 2000). El
homólogo de la CycE de mamíferos no se ha encontrado en plantas, aunque si se ha
descrito un tipo de CycA que actuaría en el punto de chequeo Cil/S (Yu et ai., 2003).
De estos cinco tipos distintos, algunos de ellos incluyen, a su vez, varios grupos. La
actuación de cada uno de los tipos de ciclinas viene determinada por la expresión de sus
genes, la cual, en todos los casos, está regulada de manera dependiente del ciclo celular
(figura 2). Los genes de las cíe tinas del tipo B tienen un patrón de expresión especifico
de la fase G2/M; las ciclinas tipo A son expresadas en la fase S/G2 y caen drásticamente
en el transcurso de la mitosis. A estos dos tipos, en conjunto, se les conoce como
ciclinas mitóticas. La CycC no se conoce muy hicn: se sabe que interactúa con los
CDK7 y CDH8 de homólogos en plantas (Vamaguchi et ai., 2000). Las del grupo D son
expresadas generalmente en todas las fases del ciclo celular, pero están involucradas
específicamente en la transición GI/S. El quinto tipo corresponde a la oclina H, a la que
se ha implicado en la fase S y en la iniciación y elongación de la transcripción.
(Yamaguchi el ai., 2000).
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'Ftgura 2.- Representación esquemática de la variación de las diferentes ciclinas a lo
largo del ciclo celular. í Adaptado de Fowler el aí., 1998).
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Por lo tanto, tos complejos ( DK-cichna dirigen a li célula a una ta*c u otra del
ciclo. a*i que la dinámica del ciclo dependerá, entre otro* sucesos, de las formas activas
o inactivas de estos complejos.
Existen puntos de control en el ciclo celular que tienen como fin garantizar que
la célula se encuentra en estado óptimo para progresar en el ciclo celular, controla el
estado nutncional, la masa celular, los procesos de crecimiento y el mantenimiento de la
fiahilidad e integridad de la rcplicacion y reparación del DNA. La dinámica del ciclo
celular esta regulada por estos puntos de control que dependen de la transcripción de los
genes de las CDKs y de las cíe linas, de las modificaciones postraduccionales de estas
proteínas, o de la degradación de las mismas (Hcngst el al. 1994). Se conocen tres
momentos en los que operan estos puntos en la mterfasc: uno al final de la fase GI y la
entrada a la fase S. otro en la transición de la fase G2 a la fase M y un tercero en la
mitad de la fase S. En la mitosis existe un punto de control más, en la transición de
metafase a anafase. que controta la disposición de los cromosomas en la placa
metafásica (Elledge, 199d i
Para que la célula abandone la fase Cu e ingrese a la fase S. es decir inicie la
replicación del DNA, la ciclina D debe asociarse a CDKs que fosfonlan la proieína
relacionada con el rctinohlastoma (RHK). que se relaciona con la familia de factores de
transcripción E2F-DP1 que activan genes requeridos para la replicación del 1
(Gutiérrez et al.. 2002).
Superada la fase G2 se activa el inicio de la mitosts. Al final de G2 la
concentración de ciclinas mitóticas aumenta y, al alcanzar una determinada
concentración, se unen a la cdc2 formando un complejo que se encarga de fosfonlar
proteínas con funciones esenciales durante la mttosis (Fang y Newport. 1991; Verde et
al.. 1992). Su acción se restringe al momento de entrar en mitosis y su actuación
depende de la activación o inactivación de su función quinasa. Entre las quinasas que
fosforílan a la cdc2 y la regulan se encuentra la caseína quinasa II (CK1I). que es capa?
de fosfonlar a muchas otras proteínas de la célula, controlando de esta manera.
diferentes mecanismos celulares y haciendo que estos se regulen en dependencia del
ciclo celular (Litchfield. 2003).
Dentro de toda esta regulación existen otras seriales, de tipo fitohormonal. que se
integran dentro del ciclo celular. Las fitohormonas tienen un efecto global,
promoviendo la división celular, en el caso de las citoquinas. giberclinas y auxinas, o
inhibitorio, en el caso del etilcno y ácido ascórbico, aunque según el tejido y órgano del
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que se trate pueden tener diferentes efectos (Mirech y Fang. 1994). DCMIC hace poco»
anos se conoce la existencia de una proteína semejante al rrtinoblastoma (RBR> en
plantas, que. como se ha mencionado, participa en el control de la entrada en la fue S
K.uticrrez, 1998).
(Para revisiones ver Doonan. 1996. Burssens et al.. 1998; Fowler ct ai., 1998; Huntley
y Murray, 1999; Mironov tt ai. 1999; Stals c Inze, 2001 >
III.-EL NUCLÉOLO
El núcleo de células cucunotas contiene un número de dominios o suhdomimov
estnicturales que incluyen, además del territorio cromosómico o cromalínico, nucléolos,
cuerpos nucleares de Cajal. speckles nucleares, focos de transcripción y rcplicación,
fibrillas y granulos pcrícromatinicos. granulos intcrcromatinicos y algunas estructuras
que se han descrito en modelos celulares concretos de las que no se puede afirmar su
generalidad. El nivel de conocimiento que se posee de cada uno de estos dominios
estructurales es muy variable. Puede darse el caso, incluso, de que bajo el mismo
nombre se agrupen estructuras funcionalmcntc distintas, o que, al contrario, diferenics
descripciones respondan a la misma función (Boulcillc <*/ al., 1974).
En este contexto, el nucléolo es el territorio nuclear donde tiene lugar la
transcripción del RNA nbosómico írRNA) y la biogénesis de nbosomas. I U
conclusión fue sólidamente alcanzada tras un intenso y largo esfuerzo de diferentes
laboratorios, y se fundamenta en la existencia de la denominada "Región del
Organizador Nuclcolar" (ÑOR), el segmento de la cromatina nucleolar que contiene los
genes ribosómicos (rDNA). el cual se visualiza en mitosts como la "constricción
secundaria" de determinados cromosomas, a partir de la que se genera el nucléolo en las
células hijas tras la telofase (Perry et al.. 1961; Perry. 1962; Birnsttci et al.* 1966; Millcr
1981). Sin embargo, recientemente, el nucléolo ha sido implicado además en otros
aspectos de la biología celular que incluyen funciones como el silcnciamicnto de genes.
senescencia, regulación del ciclo celular y secuestro de moléculas reguladoras (Olson et
al.. 2002). Un número importante de virus y proteínas virales interactúan con el
nucléolo y colocalizan con proteínas nucleolares como nueleolina. B23 y fibrilanna.
Éstos virus tienen al nucléolo y a sus componentes como diana para favorecer la
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transcripción viral, la traslocación y. quizás, alterar el ciclo celular
promover su rcphcacion (Hiscox. 2002).
Las células que se encuentran en proliferación activa requieren de una actividad
óptima de síntesis de proteínas para poder mantener el estado proliterativo, la integridad
mctabóhca y homeostática. y el reparto de cantidades adecuadas de materiales celulares
a las células hijas. Puesto que la función de los hbosomas es la traducción de la
información genética que dará lugar a la síntesis de proteínas, las funciones celulares
asociadas a la proliferación dependen de la biogénesis de nbosomas, y el control de esta
es. necesariamente, un elemento clave para el control de la proliferación. De hecho, fe
ha comprobado experimental mente que. bajo condiciones fisiológicas normales, la
proliferación celular está acompañada de un incremento en la biogénesis de los
nbosomas (Bascrga. 1984: Hannan y Rothblum. 1995). El nivel de la actividad
transen pe ional está relacionado con la cantidad de maquinaria de transcripción del
rDNA (Roussel et ai, 1996). La correlación positiva entre proliferación celular y la
actividad de transcripción del rDNA se manifiesta en el núcleo con un aumento en el
tamaño del nucléolo y un cambio en las proporciones de los componentes que lo forman
«Medina et al., 2000).
I. Organización nuclcolar
Estructuralmcntc. el nucléolo contiene algunos componentes básicos comuno
para prácticamente todos los tipos celulares: los centros fibnlares (CFs), el componente
fibrilar denso <CFD) y el componente granular (CG), los cuales a veces están
acompañados por otras estructuras como son las vacuolas e intersticios. Sin embargo, la
organización y distribución de estos componentes es altamente variable, dependiendo
del tipo celular y del estado metabólico (Risueño y Medina, 1986). Además, también se
han encontrado diferencias estructurales para un componente, como es el caso de los
CFs. En células animales muestran una estructura fibrosa con una densidad electrónica
baja y uniforme, mientras que en células de plantas han sido descritos dos modelos
morfológicos distintos, uno similar al de animales, llamado homogéneo, y otro mayor
en tamaño y con inclusiones densas de cromatina condensada en su interior, llamado
heterogéneo. En muchos casos, estas diferencias morfológicas reflejan cambios
funcionales (Risueño et al., 1982).
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Las diferentes etapas de la biogénesis nbosomica no están
correlacionadas con los componentes estructurales del nucléolo (Medina ct al.. 2000).
\ M . tos genes nbosómicos están localizadas en los componentes fibnlarc* (CFi y
CFD). Los CFs son. probablenientc. los lugares de anclaje de las acumulaciones
focalizadas del rDNA y el territorio donde tiene lugar el ensamblaje del complejo de
transcripción (RNA polimerasa I. topoisomerasa, faetones de transcripción» y la
activación de la cromatina para transcribir. Sin embargo, la transcripción efectiva de los
genes del rRNA ocurre en puntos discretos en la zona de transición entre los CFs y el
CFD. definiéndose un subdomimo funcional en el que tiene tugar este proceso, que se
definiría como "el área de transición CF-CFD" ( Medina et al., 1990; Martin y Medina.
1991).
El CFD es estructuralmcntc homogéneo, pero funciona I mente heterogéneo, ya
que en él tiene lugar la transcripción (en su transición con los CFs) y distintas etapas,
tanto tempranas como avanzadas, del procesamiento del prc-rRNA. La locahzacion de
las proteínas fibnlanna y nucleolina permite la definición de una zona proximal y dista!
en el CFD con respecto al CF (Martín ct al.. 1992; Cerdido y Medina, 1995; Tao et al.,
2003).
Finalmente, el componente granular es el lugar donde se llevan a cabo las etapas
tardius del procesamiento praribeatattco, incluyendo el ensamblaje final de ciertas
proteínas y la exportación de tos ribosomas como partículas madura» al citoplasma I >c
esta manera se describe un modelo vectorial en cuanto a la biogénesis de los nbosomas,
la cual se organiza de dentro hacia afuera, tomando los < I s como punto de partida
icer y Benaventc, 1990; Cerdido y Medina. 1995).
Los complejos macromoleculares que forman el nucléolo interfásico no se
desagregan en sus componentes simples durante la mitosis. sino que sólo se
desensamblan de la superestructura nucleolar y se inactivan. No obstante, los complejos
de transcripción permanecen localizados en el ÑOR mitólico donde, en asociación con
el rDNA, se ha encontrado RNA polimerasa I, topoisomerasa I y el factor de
transcripción UBF (Scheer y Hock. 1999). Los complejos de procesamiento están
presentes en la periferia de los cromosomas (metafase y anafase) y en los cuerpos
prenucleolares (PNBs) (anafase y lelofase) (Medina et a/.. 1995; Dundr et al., 2000).
sistema permite que las células dispongan de una carga de ribosomas basal nada
mas terminar la mitosis. de tal forma que se asegura la síntesis de proteínas desde el
primer instante de la interfase.
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Para el estudio del ciclo celular y proliferación celular, el nucléolo
herramienta clave debido i los cambios estructurales y moleculares que en él ie
producen, funcionando como un excelente marcador de proliferación. Estos cambios
son fácilmente detectabtes y cuanuficantes mediante técnicas bioquímicas takt como
la tinción con plata del organizador nuclcolar (AgV >K) iGoodpasturc y Bloom. 1975;
Lischwe et al.. 1979; Medina el al.. 1996; Sim M al.. 1995). Gracias a esta
característica, este método ha sido ampliamente utilizado para calcular la tasa de
proliferación celular (Lcck el a(.. 1991).
2. Transcripción de los genes ribosómicos
La transcripción de los genes ribosómicos es catalizada por una cn/ima
Hpadfica, la RNA polimcrasa I (RNA pol I), cuya actividad requiere la acción de
factores de transcripción también específicos. El resultado de la transcripción de los
genes ribosómicos es la formación de una molécula precursora de los diferentes rRNAs
(el pre-rRNA). el cual sufrirá un procesamiento y maduración para formar las partículas
prerribosómicas, que se transportarán al citoplasma para formar los ríbosomas maduros
(para revisiones ver Hadjiolov, 1985; Warner. 1990).
En realidad, en la biogénesis de U>s nbosomas participan las tres RNA
polimcrasas de eucariotas: la RNA pol I, como se ha dicho, transcribe el precursor del
RNA ribosómico (pre-rRNA) en cf nucléolo, la RNA pol II transcribe los mRNAs que
codifican para las proteínas nbosómicas y algunos RNAs nuclcolares de pequeño
tamaño (snoRNAs) importantes para el procesamiento del prc-rRNA Finalmente, la
RNA pol III transcribe el rRNA 5S, los RNA transferentes (tRNAs) y algunos otros
snoRNAs. Cualquiera de ellas es. en realidad, un gran complejo multienzimático.
asociado con varias proteínas que participan a diferentes niveles del proceso y que se
denominan factores de transcripción.
La organización de los genes ribosómicos (rDNA) consta de una unidad que se
repite en múltiples copias dispuestas en tándem. El número de copias es muy variable
entre los distintos organismos, llegando hasta las 7.000 en cebolla, uno de los modelos
biológicos con un mayor grado de repetición. Contrariamente, las células de mamíferos
írata, ratón, humano) sólo presentan unas 100-150 copias de la unidad repetida. En
todos los casos, cada unidad repetida está constituida por un espaciador intergémco
(IGS) y una unidad de transcripción (figura 3a). Fl pre-rRNA transcrito sufre un
procesamiento, y maduración dando lugar a los rRNAs maduros 5.8S, 18S y 25S (28S
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en mamíferos), que finalmente se ensamblarán pon dar lugar a las do* suhumdades que
conformarán los nbosomas: por un lodo, la subunidad mayor del nbosoma. formado por
los rRNAs de 5S. 5.HS, 2SS y proteínas nbosómicas especificas y por otro la subuntdad
menor del ribosoma. formado por el rRNA de 18S y otras proteínas nbosomicas. Las
dos subunidadcs presentan unos coeficientes de sedimentación de 60S y 40S
respectivamente. (Para una revisión, amplia y bien documentada, sobre la organización
estructural y regulación de la transcripción \cr Hcnilchcn y Zcntgraf. 1994).
El prc-rRNA está constituido por un espaciador transcrito externo 5' (ETS 5*)
seguido de las secuencias del rRN \ 1SS: después se Mtúan dos secuencias espadadoras
internas (ITS1 c ITS2) que flanquean al rRNA 5.8S. seguidos de la secuencia del rRNA
de 2SS y termina con la secuencia del espaciador transcrito externo 3 ' (ETS 3*) (figuras
3a y 3b). El prc-rRNA es un precursor de 45S en mamíferos; en plantas el precursor
primario no está bien caracterizado, aunque los datos disponibles apuntan que no es
mayor de 40S. Los espaciadores transcritos que forman parte de él son secuencias más
cortas en plantas que en mamíferos, pero las regiones que corresponden a rRN \ -
maduros están bien consenadas entre especies, sobre todo la correspondiente al rRNA
18S.
3 - Procesamiento y maduración del prc-rRNA
II procesamiento tiene lugar en diferentes etapas y subdominios del puchólo
esta mediado por endonucleasas y exonucleasas que realizan una serie de cortes para
poder dejar libres los rRNAs finales (figura 3c). Los pre-rRNAs necesitan sufrir una
serie de modificaciones covalentcs. gracias a las cuales las secuencias que deben
conservarse se preservan de la acción de las nucleasas. Las principales modificaciones
son la 2'-O-metilación de la ribosa y la conversión de la uridina en pseudoundina
(Eichler y Craig, 1994). Los mediadores de este proceso son complejos
nbonucleoproteicos (snoRNPs) compuestos por snoRNAs y proteínas nucleolarcs
especificas. Se han identificado má- ét M snoRNAs que son requeridos para estas
modificaciones postranscripcionales, los cuales pueden ser clasificados en dos grupos
definidos por la presencia de determinadas secuencias conservadas: el grupo de la
"caja" (box) C/D y de la "caja" HACA. Hn levaduras y vertebrados el grupo snoRNA
de la "caja" C/D se asocia con una sene de proteínas (Filipowicz y Pogacic. 2(X)2) entre
ha que se encuentra la Noplp (ftbnlanna en plantas y animales); ésta es esencial y
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J.- (a) Esquema de la unidad repetida del gen del rRNA y su organización en
tándem La flecha indica la porción del rDNA que se va a transcribir a pre-rRNA. TTS:
Secuencia de terminación de la transcripción. TIS: Secuencia de iniciación de 1a
transcripción. NTS: Espaciador no transcrito HTS: Espaciador tránsenlo cxicmo. ITS:
f -pactador transcrito interno. El conjunto del ETS 3*. TTS. NTS. TIS y ETS 5* forman el
1 >paciador intergénico (1GS) ib) Prc-rRNA transcrito y su procesamiento. Las flechas
verticales indican los lugares de corte que tendrán lugar durante el procesamiento. <c>
Subunidades de rRNA maduras, tal como son exportadas al citoplasma y existen en los
ribosomas.
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requerida para la escisión del ETS 5' en el prc-rRNA. metilación de determinado*
residuos en el prc-rRNA y ensamblaje de nbofomas. En este caso, la fibrilanna
probablemente tenga la función de mediata de RNA < Harnee he tt al. 2000) Entre lo*
snoRNAs de este grupo se encuentran 1=3. I ! 14 y I 22 Respecto del grupo de snoRNAs
de la "caja" HACA, se conoce, en levaduras y vertebrados, que se asocian con la
proteina Cbf5p (NAP57 en vertebrados), que es la rRSA pscudoundina sintasa. junto
con otro conjunto de proteínas que hasta el momento no han sido bien
(Kihpowicz y Pogactc. 2002). Además de los snoRN Al asignados a cada uno de
dos grupos, existe la MRP RNasa. que está involucrada en la producción del r R V
y se localiza en el limite entre el CFD y el C'Ci del nucléolo.
En plantas se han caracterizado algunos snoRNAs como el U3. UI4 y MRP. que
muestran homologías con los de vertebrados y levaduras en cuanto a la existencia de los
tres mismos grupos, a la asociación con proteínas, especialmente I 3-fibriíanna. y a su
papel funcional en el establecimiento de estructuras de orden superior en el pre-rRNA a
través del apareamiento de bases, en la mctilación y en la pseudoundinilactón.
Recientemente se ha creado una base de datos de los snoRNAs de plantas (Brown ei al.,
2003a).
El snoRNA U3 de plantas es transcrito por la RNA pol III (Kiss et aí.. 1991 >. lo
que constituye el único ejemplo conocido de un gen tránsenlo por difcrcmcs
polimcrasas en diferentes organismos. Por otra pane, un número considerable de
MUIRNAS de plantas es sintetizado en la forma de tránsenlos polictstrónicos. a partir de
los cuales se escinden los snoKNAs individuales por un mecanismo distinto al splicing
(Leader et al.. 1997; Qu et al., 2001; Brown et ai., 2001). Este mecanismo no se ha
encontrado en vertebrados, pero sí se ha descrito en levaduras. En plantas también se
han descrito otros modelos de organización génica, expresión y procesamiento (Brown
c/a/.. 2003b).
En el procesamiento del prc-rRNA la etapa más temprana es la eliminación del
espaciador tránsenlo externo (ETS 5 ) . en la que se encuentran involucrados el U3, U14
y la fibrilarína. En una segunda etapa se escindirá el prc-rRNA mediante un corte en el
extremo 3" del primer espaciador transcrito interno (ITS1). Finalmente, se elimina el
ITS1 para generar el rRN A de 18S maduro, y se escinden el 1TS2 y ETS 3' dando las
partículas ribosómicas de 18S. 5,8S y 25S (figura 3). La asociación con proteínas
ribosómicas comienza ya con el pre-rRNA naciente (Chooi y Leiby, 1981): de
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manera, cuando el prc-rRNA se separa del rDNA ya ota unido • un complejo de
proteínas, tanto nbosómieas como no nbosómtcas.
I I procesamiento y maduración del prc-rRNA tiene una correspondencia en la
organización espacial del nucléolo Asi, la localización del UI4 oorresponde con los
lugares de trascripción dei prc-rRNA naciente, en un subdominio del CFD en tomo a los
CFs, donde también tiene lugar el procesamiento temprano con la escisión del ETS 5* y
producción del rRNA IKS. La distribución del U3 es mucho más difusa por el CFD:
podría estar involucrado tanto en las etapas tempranas como en las tardías del
procesamiento. Por su parte, el 7-2 MKÍ1 interviene en la escisión del ITSI en etapas
tardías, localizándose en el CG. Al snoRNA de vertebrados U8 se le atribuye la
participación en la escisión tardía que da lugar al rRNA 25S y 5.8S y se localizaría en la
zona periférica del CFD. inmediatamente al lado del CG (Bevcn et al.. 1996). (Para una
revisión sobre snoRNAs y procesamiento del pre-rRNA en plantas, consultar Brown y
Shaw, 1998).
Para completar la maduración que dará lugar a las dos subumdades ribosómicas
citoplasmáticas (40S y 60S) deberán unirse el rRNA 5S. transcrito fuera del nucléolo, y
un número elevado de proteínas nbosómicas. que formarán parte constitutiva de los
ribosomas maduros. El ensamblaje tiene lugar en el nucléolo. Parte de las proteínas que
intervienen en o te proceso NO encontraban asociadas desde el principio al prc-rRNA
cnniíi nbonucleoprotcínas y pcrsisiu.m en el nucléolo durante la maduración y
imblajc de las subunidades ribosómicas I na ve/ constituidas las dos subunidcs.
\ Miaran al citoplasma, donde se completará el ensamblaje para dar lugar a los
ribosomas maduros que mediaran la traducción o síntesis de proteínas.
IV.- P R O T E Í N A S N U C L E O L A R E S
En el nucléolo se pueden encontrar dos grandes grupos de proteínas: las que van
a formar parte de los ribosomas maduros, proteínas nbosómicas. y las que se van a
asociar a los ribosomas de manera transitoria mientras intervienen en alguno de los
procesos que conducirán a la formación de los ribosomas maduros, las proteínas
nucleolares no ribosómicas (Olson. 1991). Dentro de estas últimas sólo algunas han sido
bien caracterizadas. Aquí se incluyen algunas de las principales proteínas que se ven
influenciadas por el ciclo ceíular y el estado prolifcrativo en el que se encuentre la
célula, tales como la nueleolina. B23 y fibrilarina. Estas proteínas van a desempeñar un
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papel decisivo en el control de las diferentes etapas, de la biogénesis de los
bien directamente, o bien como dianas de oíros factores, involucrados en la regulación y
control de las actividades de la célula.
I. La nuclcoiina
Esta proteína primero fue identificada y secuenciada en mamífero*.
Originalmente se llamó C23 (Orrick et al.. 1973) y se ha visto que se encuentra
conservada en plantas (Martin et al., 1992; Didier y Kicc. 1992; Bógrc el al.. 1996: De
Cárcer et al.. 1997) y levaduras (Nsrl y Gar2) (Gullt et al.. 1995: Lee el al.. 1991) con
un alio grado de homología estructural y funcional. Se traía de la proteína nucleolar
mayontaria, una fosfoproicina que. en células que se encuentran en proliferación activa,
supone el 10% del total de las proteínas nucleolares. mientras que está fucrtemcnle
disminuida en células diferenciadas, habiendo una correlación entre su acumulación y la
actividad proliferativa de la célula.
La nucleolina se encuentra organizada en tres dominios estructurales que a su
vez reflejan dominios funcionales. En general, esta estructura modular puede ser
encontrada en otras proteínas como la fibrilanna y la B23. EJ dominio amino termina]
contiene una serie de secuencias acidas separadas por regiones básicas que varían en
numero dependiendo de las especies. Este segmento de la proteína contiene muchos
lugares potenciales para fosfortlarsc mediante oédl qumasa y OMtfH quinan I! << K lh
i< ai/crgues-Fcrrer f f al. 1987. Bclcngucr et al.. 1990) y también contiene una
secuencia de local i/ación nuclear bipartita. El segundo dominio corresponde con la
región central de la proteina y contiene cuatro dominios conservados de unión a RNA
(RBDs o RRM) en vertebrados y dos en levaduras y plantas. Finalmente, el dominio
carboxi terminal se caracteriza por estar muy conservado entre las distintas especies y
ser una región nca en glicinas y argininas (dominio GAR) (Ginisty el al.. 1999. Tuteja y
Tuteja, 1998). En cuanto a las funciones de cada región, los dominios amino y carboxi
terminal median en las interacciones proteina-proteina como la interación con histona
H l . U3 snRNP y proteínas ribosómicas (Erard ct ai.. 1988; Bouvet et al.. 1998: Ginisty
et ai., 1998); la región GAR también puede interactuar inespecíticamente con los ácidos
nucleicos de cadena simple, mientras que la región central, mediante sus dominios de
unión a RNA, media las interacciones con el pre-rRNA (Ghisoifi-Nieto et al., 1996).
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Si bien, el nombre "nucleolina" se aplica, en rigor, a la prole i na de
cviste toda una sene de proteínas que se encuentran funcional y estrocturalmcntc
relacionadas con esta en numerosos organismos; a estas proteínas se las conoce como
semejantes a nuclcohna ("nuclenlm id< t (Tutcja y Tutcja. 1998)
A la nuclcolina se 1c ha Implicado en múltiples funciones, la mayoría de ellas
relacionadas con la biogénesis de los nhosomaj en la que desempeña un papel
fundamental Asi. se le atribuye una participación en la estructura de la cromattna.
transcripción del rDNA. procesamiento temprano de los transcritos, ensamblaje de
nbosomas y transporte nucléolo-citoplasma. Incluso se le han atribuido funciones
extranue leo lares, como la regulación de la transcripción de la RNA polimerasa I I , y se
le ha encontrado en el "spliccosoma" del mRNA (Rappsilber et al., 2002). Se tu
propuesto que podría ser una de las primeras proteínas que intervendrían en el
procesamiento del prc-rRNA: la nucleolina micractuaría con este sustrato participando
en la formación del complejo de procesamiento por reclutamiento de diferentes factores.
tales como el U3 snoRNP (Gmisty et al.. 1998). Se uniría al ETS 5' mediante su
dominio de unión a RNA. siendo esta unión de nucleolina y pre-rRNA un requisito
previo para la primera etapa del procesamiento, que ocurriría en el ETS 5'(Ginisty et
al., 1998). interviniendo en el correcto plcgamicnto del prc-rRNA que va a ser
procesado (Allain ct al.. 2000).
También se cree que podría desempeñar un papel importante en el ensamblaje
del nbosoma. conduciendo a un correcto plegamiento del RNA. Para ello, promovería la
formación de una estructura secundaria en los complejos del RNA y los otros
componentes necesarios para la maduración del rRNA y/o ensamblaje del nbosoma
(Sipos y Olson. 1991: Bouvet et al.. 2001).
En cuanto al transporte nuclcolo-citoplasmático. podría haber una implicación
del dominio GAR de la proteina mediante la mentación de algunas argininas. como ya
se ha demostrado para las proteínas Npl3p y Hrplp de Saccharomices cerevisiae. (Shen
et al., 1998). aunque no se conoce con certeza. La metilación de este dominio podría
ser. además, responsable de otras funciones como regular la unión de la nucleolina a
ácidos nucleicos, o intervenir en las interacciones proteina-proteina. quizás en la
estabilización de la proteina, o influir en su localización nucleotar Ginisty et al. (1999).
Respecto de esto último, en la secuencia de aminoácidos de la nucleolina de algunos
organismos se conocen las secuencias de localización nuclear, pero todavía no se ha
dilucidado el responsable de su locali/ación en el nucléolo; se ha demostrado que el
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dominio GAR es necesario, pero no suficiente para su UK.I n cfkieafte (Peílar y
Di Mano. 2003). y podría depender de U afinidad de vanos de sus dominio* por factores
nuclcolares (Schwab y Drcycr, 1V97) u oiro* componentes de este dominio nuclear COQ
los que intcraclúa (Li et a/., 199fc1
Otras funciones atribuidas a la nucí colma, en relación con la croman na y el
DNA, son la modulación de la condensación de la cromatina mediante su interacción
con la hisiona MI (Erard et ai.* 1988) y una actividad hchcasa de ácidos nucleicos
i Futcja et ai., 1995). Lo particular de esta actividad en la nucleolma de humanos es que
puede funcionar tanto como heheasa de DNA. como de RNA, como de los heteroduplex
que se puedan formar entre estos ácidos nucleicos (Tuteja y Tuteja, 1996). Esta
característica se conoce en muy pocas helicasas (Tuteja. 1997). ya que actúan
principalmente sobre DNA o sobre RNA (Matson. et al., 1994). Tuteja (1995) confirmó
que la DNA heltcasa IV de humanos era idéntica a la nuclcohna. y como tal. presentaba
actividad RNA helicasa. modulada mediante fosforilación.
La excepcional multifuncionalidad de la nuclcoltna es posibilitada por su
estructura modular y por sus mecanismos de regulación mediante modificaciones
postraduccionales como la fosforilación por parte de la cdc2 quinasa y la ('KM. la
escisión en otros productos protcoliticos y las mediaciones en su dominio dAK Otros
mecanismos probables ác modulación son la tasa de expresión de la protetna i Jiang y
Yung. 1999) y la presencia o ausencia de determinadas moléculas, como por ejemplo
los prc-rRNA (Ucvcn M al. mf>: Vanagida tf al.. 20011 I n humanos también se ha
visto implicada una proteina fosfatasa tipo I ó en la desfosfontación de la proteina
< Morí moto et al., 2002). La participación de la nucleolina en el control de la
transcripción del rRNA está intimamente ligada a la fosforilación de la proteína, y ésta a
su vez a la regulación del ciclo celular; asi. las dos quinasas son el nexo de unión entre
el ciclo celular, la proteina y la biogénesis de ribosomas.
La secuencia de aminoácidos de la nucleolma. tanto en animales como plantas,
contiene motivos que corresponden a lugares de fosforilación de la CKI1 y cdc2 quinasa
(Caizergues-Ferrer et al.. 1987: Pcter et al, 1990). La CKH fosfonla en residuos de
scrina durante la interfase. participando en la regulación de la actividad transcnpcional
de los genes ribosómicos. mientras que la cdc2 quinasa lo hace en tirosinas en la
mitosis, para modular el grado de condensación de la cromatina en conjugación con la
histona Hl. El estado de fosforilación de la proteína está intimamente ligado al estado
proliferativo de la célula.
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La protcohsis de la proteina es otro mecanismo tic modulación de su actividad.
In poblaciones proliferantes, en las que la nucleolina es una proteina muy abundante.
utilizando anticuerpos anti-nuclcolma en Western Muí de fraccione* proteicas nucleares
o nuclcolarcs. se detecta uno sene de bandas de menor peco molecular,
mmunológicamcntc relacionadas, que corresponderían a una familia de proteínas
procedentes de la protcoiisis de la nuclcolma (Bugler er <?/.. 1982). Esta protcolisis se
encuentra estrechamente relacionada con la fosforilación; la combinación entre
fosforilación y prolcolisis es crucial para la actividad de la nuclcolma. existiendo una
correlación entre el nivel de síntesis del pre-rRNA y el proceso de maduración
protcolitica de la proteina. Se apunta a que la fosforilación de la nuclcohna por la CKII
durante la intcrfasc puede ser requerida para ser proteolisada entre el dominio N-
terminal y central y esta proicol IMS sería necesaría para liberar el complejo de
transcripción, mientras los dominios central y C-terminal podrían permanecer unidos al
rRNA y participar en el ensamblaje del pre-nbosoma, De esta manera, se ha propuesto
que la proteína sin fosfonlar se uniría al rDNA y reprimiría la transcripción (Lapeyre et
al., 1987).
Las diferentes funciones de la núcleo!ina podrían ser el resultado del ensamblaje
de la nueleolina con otros factores para formar grupos complejos que actuarían de
manera solidaría y coordinada. La nueleolina formaría parte de un complejo que
organiza la estructura del pre-RNA y su maduración actuando como molécula chaperón
(Albín Ét ai., 2000; Roger et ai.. 2003}. La primera evidencia de ésto es la presencia de
la nueleolina en el nucléolo bajo dependencia de ta presencia del rRNA. mientras que
puede residir en el nucleoplasma en ausencia de RN A (Markus et ai., 1998).
2. Fibrilarína
Esta proteína nucleoiar se detectó por primera vez utilizando un suero
autoinmune, en el componente fibnlar denso (CFD) del nucléolo (Ochs et ai'., 1985).
motivo por el que tomó el nombre. Se trata de una proteina altamente conservada en los
distintos organismos eucariotas. en su secuencia, estructura y función. Tiene una masa
molecular aparente de 34-37 kDa. y al igual que la nueleolina, se trata de una proteína
modular, con un dominio de unión a RNA (RRM) en su parte central (Ans y Blobel.
1991), formado por dos secuencias altamente conservadas, el RNP1 y 2, que están
directamente involucradas en diferentes etapas del procesamiento del pre-rRNA.
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incluyendo su mentación (corresponde estructuralmcnic con una metí I transferí») y el
ensamblaje de ríbosomas (Tollervey tí d. 1993; Wang et ai., 2000). Connote un
segundo dominio, el CiAR. neo en residuos de glicinas y argminas, que también se
encuentra presente en la nuclcolina y que podría ser ct responsable de que la protetna se
dirija al nucléolo (Pih si a!.. 1000).
La fíbrilanna interactúa directamente con los snoRNAs del grupo de la "caja
C/D" (snoRNA U3. U8 y UI3) para formar un complejo «.noRNP de procesamiento del
prc-rRNA (Bascrga et al., 1991; Fatica ct ai. 2000). Este complejo snoRNP participa en
la primera etapa del procesamiento del prc-rRNA (excisión del HTS 5'). El proceso está
guiado por la mentación del pre-RNA. en dependencia, a su vez, del mencionado grupo
de snoRNAs. junto con la fíbrilanna (Leader ct al.. 1 Ws i
En plantas se ha identificado la proteina homologa mediante reacción cruzada
con sueros autoinmunes humanos y se ha estudiado su distribución uliracstructural en
interfase y mitosis, su presencia en la matriz nuclear y las variaciones de su
acumulación en el nucléolo, dependientes del estado de diferenciación celular y de la
fase del ciclo en la que se encuentre. Asi, se presenta en mayor abundancia en células
proliferantes que en no proliferantes, y los nucléolos en G2 contienen más del doble de
proteina que en G1 (Medina el at.. 1995; Ccrdido y Medina, 1995).
En cuanto a su distribución en el nucléolo, el lugar donde primero se describió
fue el CFD. como ya se ha mencionado; sin embargo, un estudio más detallado
mediante inmunolocalización en células de plantas en proliferación activa mostró que su
distribución en el CFD no era homogénea, sino que se concentraba mayoritanamcntc en
las zonas de transición entre los CFs y el CFD y decrecía hacia las zonas más disules
del CFD (Cerdido y Medina. 1995)
3. Complejo RNA polimerasa 1
La RNA polimerasa 1 (RNA pol 1) es la enzima que especiTicamente transcribe
los genes rRNA en el nucléolo de eucariotas, a excepción del 5S que es transcrito por la
RNA pol III fuera del nucléolo. En diferentes organismos la RNA pol 1 fue purificada
en forma de holoenzima compuesta por más de 30 polipéptidos. que en conjunto puede
llegar a los 2 MDa de masa molecular. Sacz-Vasquez et al. (2001 > sugieren que la RNA
pol I puede pre-asociarse con factores de transcripción en ausencia del DNA para
formar la holoenzima, lo que seria autosuficicntc para promover el reconocimiento e
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iniciación de la transcripción I nii/ando anticuerpos contra las subunidade* mayores de
la RNA pol I en células de mamíferos, la cn/ima te localizó en los CFs del nucléolo y
en la constricción secundaria de los cromosomas, que corresponde con el V >k. el cual,
como se mencionó anteriormente, contiene los genes del rRNA (Schecr y Rose. 1984;
bcrt c/ al.. 1995); ciertamente, la presencia de ta en/inta no implica necesariamente
que el proceso transcnpcionat esté ocurriendo en CMT momento (Schcer y Rose, I9R4;
Weisenberger y Schecr. 1995).
Entre los Tactores de transcripción específicos para la RNA pol !. que regulan su
actividad, el UBF (upstream hinding factor) es el más conocido. Este factor ha sido
estudiado en gran detalle en diferentes vertebrados (Recdcr. 1990; Schnapp y Grummt.
1991) y se piensa que es una proteina altamente consenada en la evolución. Sin
embargo, el grupo de Pikaard (Saez-Vasquez et al., 2001) sugiere que el UBF sólo está
presente en vertebrados. No obstante, hay evidencias de su existencia en plantas desde
hace más de 10 años, cuando, en un experimento con un antisuero humano, se
inmunolocalizó el UBF en células HeLa, Xenopus. protozoos, pollo y cebolla (Rodrigo
et al,, 1992). Más recientemente se ha identificado el UBF de Allium cepa, en el CFD
de los nucléolos {De Cáreer y Medina. 1999, Tao et al., 2001). Aunque se ha descrito su
presencia en diversos organismos, existe gran dispandad en cuanto a los pesos
moleculares (Jant/cn et ai,, 19**» l'ikaard et al., 1989; Rodrigo et al.. 1992). si bien,
conservan su punto isoeléctrico en tomo a 7 (Rodrigo et al.. 1992)
4. Proteína B23
La B23 es otra de las fosfoprcteinas más abundantes en nucléolos de células que
e^ encuentran en proliferación activa. También se la conoce como numatnna.
nucleofosmina y NO38. Está ampliamente estudiada en animales, donde presenta una
masa molecular de 35-40 kDa (Maridor y Nigg, 1990K pero en plantas es
completamente desconocida.
Esta proteina se localizó por primera ve/ en el componente granular (CG) del
nucléolo (Spector. 1984), aunque posteriormente también se la describió en el
componente fibnlar denso (CFD). Al igual que la fibnlanna y la nucleolina se la
implica en múltiples funciones, principalmente relacionadas con el ensamblaje de
ribosomas en etapas tardías en el procesamiento de los prenbosornas (Dumbat et al..
1989; Szebeni y O1son. 1999). Otras funciones postuladas para esta proteina la definen
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como tan/adera nuclcocttoplasmálica (Li ct al.. 1996) y proponen su intervención cu It
regulación de la transcripción del rONA medíanle cambios estructúrale* en U cromatina
(Okuwaki et al.. 2001) y en la duplicación del centrosoma (Okuda et al.. 2000). Muchas
de estas funciones podrían ser reguladas medíanle su fosforilación por diferentes
qui nasas de proteínas, entre ellas la CDKII ciclina E (Okuda §t al.. 2000) y por
desfosforilación mediante la isolorma 6 de la proicina fosfatasa tipo I (Kouní el al.
1999). Ha sido asociada con la nucleolina y con la fibnlanna en la formación de
complejos transitorios (Piflol-Roma, 1999; Li el al., 1996).
Junto con la nucleolina, es la principal proteína responsable de la tinción
AgNOR. por este motivo y por su dependencia de la proliferación celular, desempeña
un papel relevante en los métodos de diagnóstico tumor.il
5.Nopp140
La Noppl40 es otra fosfoproteína nuclcolar. que se ha descrito que actúa como
lanzadera de las proteínas nuclcolarcs fibnlanna y NAP57 entre el nucléolo y los
cuerpos de Cajal, funcionando como enlace entre ambas estructuras (Isaac et al., 1998).
También parece servir de enlace entre el nucléolo y el citoplasma. Una de sus
implicaciones mejor estudiadas es la de facilitar el ensamblaje y transporte de los
snoRNPs. Es una de las pocas protcin.is que se cono/ca que intcractúc con los
 (J«is
grupos principales de snoRNPs, los de caja C/D y H/ACA (Yang ct al, 2000». Mediante
inmunoprecipitación se ha comprobado que la Noppl4() se asocia con NAP57. CKH y
dos componenics integrales del snoRNP de la caía C/D, la fibnlanna y la NAP65.
También coprecipita con proteínas componentes del snoRNP de la caja HACA, la
NAP57 y GAR1 (Yang et al., 2000). Además, la interacción Noppl40-snoRNP parece
estar consenada en la evolución. La proteína Srp40p es la homologa en levaduras
f Meier. 1996) y parece interactuar con al menos una clase de snoRNP. También se le ha
propuesto un papel en el mantenimiento de la estructura nuclcolar y en la organización
del nucléolo mediante su interacción con la RNA polimcrasa I íChen et al., 1999).
Estas dos proteínas, la B23 y Noppl40, han sido ampliamente estudiadas en
mamíferos y se ha demostrado su implicación en la biogénesis de los nbosomas y su
dependencia del ciclo celular y proliferación celular. A pesar del conocimiento que se
tiene de ellas en animales y levaduras, y de que se cree que son proteínas conservadas
en la evolución, su estudio en plantas es prácticamente inexistente.
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6. Proteínas AgNOR
»mo se ha mencionado en aportado* precedente», los nivele* de expresión de
algunas proteínas nucleolarcs son dependientes de la actividad p? oh t eral iva de IB célula.
incrementándose fuertemente cuando se encuentran dividiéndose activamente Este
característica puede aprovecharse para utilizar estas proteínas como marcador» de
proliferación celular. La región del organizador nuclcolar (ÑOR) puede ser detectada
mediante la tinción especifica por nitrato de plata, que se conoce como AgNOR. La
diana de la tinción citoquimica es un grupo de proteínas que. consiguientemente, se
denominan "proteínas AgNOR". Se ha establecido que la cantidad de estas proteínas
varía dependiendo de la actividad celular (Leek et al., 1991 )t y en clínica esta técnica ha
sido ampliamente utilizada en estudios de apoptosis (Kito et ai, 2003), procesos
tumorales (Nanashima et al., 2002) y en evaluación de pronósticos de cáncer en
humanos (Derenzini et al., 1995). Basándose en la afinidad por la piala de estas
proteínas se han utilizado diferentes técnicas, tanto a nivel de microscopía óptica, como
electrónica, y en metodologías bioquímicas. En realidad, la tinción prcfercncial del
nucléolo por métodos argénticos fue ya puesta de manifiesto por Cajal hace más de un
siglo (1903) y desde entonces viene utilizándose hasta nuestros días para el estudio del
nucléolo.
I n los últimos año», la realización de la tinción AgNOR sobre proteína*
transferidas a membranas ha permitido identificar algunas de las prolcinas que muestran
afinidad por la plata, como la B23, la nucleolina (Roussel et al., 1992: Hozák et al..
1992) y una subunidad de la RNA polimerasa I (Masson et ai. 1990); también se han
delectado una serie de bandas minoritarias que podrían corresponder a productos de
maduración de la nucleolina y otra serie de bandas todavía no identificadas (Sirri et al..
1995; Derenzini et a/., 1995). Se ha determinado que la intensidad de la tinción está en
relación con la cantidad de proteina presente (Roussel et al., 1994). En células
proliferantes, más del 60% del valor de la tinción total es debido a la nucleolina y la
B23 (Derenzini et al., 1995, Sirri et ai, 1995). El grupo de Hernández-Verdun (Sirri et
al., 1997) demostró que en células no proliferantes la nucleolina era prácticamente
imperceptible con esta tinción, mientras que la B23 sí estaba presente, aunque en menos
cantidad que en el período Gl de células proliferantes, y que la máxima expresión de la
nucleolina se producía en G2. Sin embargo, nucleolina y B23 no fueron las únicas
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proteínas detectadas dependientes de ciclo celular, ya que una proteína de 140kOa
también se mostró dependiente.
El método de detección de proteínas en membranas de PV'DK mediante la
tinción AgNOR no ha sido utilizado hasta ahora en plantas. La propiedad de localizar
proteínas relacionadas con el ÑOR c implicadas en proliferación celular sitúa a esa
técnica como una herramienta importante para c! estudio de estas proteínas, que son, a
opción de la nuclcolma. prácticamente desconocidas en plantas.
Como hemos visto, las proteínas nuclcolares no nbosómicas suponen un nexo de
unión entre la proliferación celular, el ciclo celular y la biogénesis de los ríbosomas, y
deben estar implicadas en multitud de procesos que controlan estas funciones de la
célula. En algunos casos, la participación seria actuando como receptores de estímulos
cuyo efecto seria la modulación de determinadas etapas, y en otros casos como parte de
mecanismos funcionales más complejos. Algunos de estos mecanismos son bien
conocidos en algunos sistemas biológicos clásicos en la investigación (HcLa.
levaduras), pero en plantas son prácticamente desconocidos.
Por todo ello, se hace urgente el estudio de estas proteínas en un sistema modelo
vegetal, para conocer con exactitud la implicación de éstas en los mecanismo?, de
proliferación celular, mecanismos rcspoiisables de la organización nuclcolar. transporte
nuclcolo-nuclcoplasma. interacciones proteína-proteína, composición de los snoRNPs.
conservación filogenética y toda una serie de funciones trascendentales que se les
atribuyen.
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OBJKTIVOS
Si bien para algunas de las proteínas mencionad»* en la Introducción, existen
ciertas evidencias c\[tenmentales de su presencia en las células Je Alitum cepa y otras
especies de plantas y de su participación en los procesos anteriormente mencionados, en
general existe un gran desconocimiento de cuáles son las proteínas implicadas en la
transcripción y procesamiento de los genes ribosómicos y sus mecanismos de control en
células vegetales. No se conoce tampoco en plantas la relación de estas proteínas con la
capacidad proliferativa de la célula y con el proceso del ciclo celular, aún cuando es un
hecho bien conocido la estrecha relación de estos procesos con la biogénesis de los
ríbosomas. Por esta razón se ha considerado oportuno estudiar, en este sistema
biológico, ciertas proteínas implicadas simultáneamente en la proliferación celular y en
la transcripción de los genes ribosómicos y procesamiento del pre-rRNA, mediante un
abordaje experimental basado en técnicas inmunológicas. bioquímicas, citoquimuas.
ultraestructurales y bioinformaticas. Asi pues, el objetivo general de esta Tesis es la
identificación de las proteínas que puedan e*tar implicadas en proliferación
celular, así como en transcripción y procesamiento del pre-rRN \. > la
caracterización de rasgos estructurales y funcionales de relevancia en alguna* de
ellas
Para conseguir este objetivo general nos hemos planteado una sene tic objetivos
concretos que han supuesto la utilización de toda una serie de abordajes de
experimentación diversos a lo largo de la realización de este trabajo.
I.- La identificación y cuantificación de las proteinas nucleares que dependen de
la proliferación celular, mediante el análisis y comparación de geles monodimensionales
y bidimensionales de poblaciones celulares proliferantes y no proliferantes.
2.- El estudio de las proteínas nuclcolares NopAlOO y NopA64 a lo largo del
ciclo celular mediante la utilización de anticuerpos específicos.
2.1. A nivel de localización celular, en los subcomponenles nucleoUres,
en relación al estado proliferativo y la fase del ciclo en el que se encuentre la
célula, abordándolo tanto desde el punto de vista de la expresión cuantitativa de
las proteínas, como de la redistribución de su localización fu situ.
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2.2. En las fracciones de proteínas nucleares funcionalmente
significativas, como son el extracto soluble, enriquecido en nbonucleoprotefat,
y la fracción insoluble perteneciente a la matriz nuclear.
2.3. Mediante el análisis de las modificaciones postnducciofiaks que
pudiesen sufrir las proteínas, concretamente la fosforilación y la proteoltsts.
3.- La definición y cuanti fie ación de la uliraeMructura nuclcolar en las distintas
etapas de la interfase. con el fin de establecer un modelo ultracstructural para cada uno
de estos periodos.
4.- El estudio de tas secuencias de aminoácidos de la nueleolina y proteínas
semejantes a nueleolina de tas distintas especies en las que son conocidas, mediante el
alineamiento de secuencias y la elaboración de árboles filogencticos. con objeto de
llegar a un análisis evolutivo lo más completo posible.
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MATERIALES Y MÉTODOS
I.- MATERIAL BIOLÓGICO
Se utilizaron células mcnstcmáticas y no meristemáticas procedentes de la raíz
de cebolla (Alltum cepa. L ) obtenidas de bulbos germinados en agua filtrada. Las raíces
crecieron durante 48 horas a 25°C con aireación y con cambios de agua cada 24 horas.
Para la obtención de las células mcnsicmaticas se tomaron los 3 primeros milímetros
<mm) de la raíz tras descartar la cofia, y para las no meristemáticas (parcnquimáticas).
se desecharon otros 3 mm y se tomó el resto de la raíz.
II.- T É C N I C A S DE F R A C C I O N A M I E N T O C E L U L A R .
A I S L A M I E N T O DE N Ú C L E O S
Cuando las raices de los bulbos tuvieron una longitud aproximada de 2 a 3 cm se
diseccionaron separadamente tos merístemos y las células parenquimáticas. Las
porciones de raices obtenidas se introdujeron en el medio de extracción para
meristemos, basado en el medio descrito por Grcimcrs y I>cltour (1981) para células
vegetales (goma arábiga 2%. ghccrol 30H, Scoll 1,25%, dextrano 2.5%, seroalbumina
bovina 100 up mi. ácido ctilcmliaminotctracctico (1 DI A) 0,5 mM. (Vmcrcaptoctanoi 8
mM, n-octanol 4 mM. Tris 25 m\1. dietil pirocarbonato 6.8 mM, pH 7,4). Tras la toma
de muestras se procedió a la desgasificación del medio en bomba de vacío durante 10
minutos para favorecer la penetración del medio dentro de las raíces.
Posteriormente se procedió a la homogenizacíón de la muestra utilizando un
equipo "Ultraturrax" de alta velocidad. Para obtener los núcleos aislados, el
homogenizado se pasó por una combinación de mallas de filtro de poliamída
superpuestos, con una luz de poro de 30, 50 y 100 Jim, colocados de mayor a menor. El
resto sólido retenido en el filtro se recogió y se volvió a resuspender en el medio de
extracción repitiendo el proceso dos veces más. Todo el proceso se realizó sobre hielo.
Tras la homogenización y filtración se procedió al lavado de la siguiente
manera: el filtrado se centrifugó a 2500 x rpm. 20 min a 4°C. el precipitado se
resuspendió en medio de extracción y se centrifugó dos veces más. Al final del proceso
el precipitado correspondió a los núcleos aislados Estos se rcsuspendieron en el medio
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de almacenaje de núcleo* (BSN: Tris IK 1 10 mM pl l 7.4. Hepo 10 mM pH 7.4, K( 1
10 mM. MgCI? 2 mM.CaCI; 0.1 mM. n-ocianol 4 mM. sacarosa 240 mM. ávida sódica
0.02%, cspcmudina 0.5 mM y espermina 0,15 mMí Pan comprobar la limpieza y
riqueza de los núcleos aislados se observaron al microscopio tras ver teñidos con verde
de metilo o a/ul de lolouidina.
Tanto el medio de extracción de mcnsicmos como el de almacenaje de núcleos
fueron suplcmcntados con I ug mi de Aproimina, I j jgml de Leupeptina, lug-ml de
Pepstatina y PMSF (Fcnilmctilsulfomlfluoruro) <*. 1 mM. como inhibidores de protcasas.
I I I .- FRACCIOWMIFNTO PROTFICO DE LOS NÚCLEOS
PURIFICADOS
El procedimiento para la obtención de tas distintas fracciones de protcin.is ik*
núcleos está basado en el método descrito por el grupo de Pcnman (He *•/ al.. 1990) y
adaptado a nuestros requerimientos (De Cárccr et ai.. 1995. 1997) (figura 4).
nurificadnv
1%NP-40.0.5%DOC
Y
mM Tm
ImM I DTA 1
Y
100 mg/ml DNau 1
0r25M(NH4)2S n
Z M NaCI
Y
- M 1 rea
2 M Tiourea
F de membrana Í s : >matinica F alta sal F inw>lublc
'Tigura.4.- Representación esquemática del fraccionamiento proteico de núcleos
aislados.
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i I criterio fundamental en el que se basa el fraccionamiento es la solubilidad de
las proteínas, aumentando la astringencia del medio en cada una de las etapas.
Partiendo de núcleos aislados se procedió al fraccionamicnio secucnctal de las
proteínas. Los núcleos se trataron inicialmcntc con un tampoa rico en detergentes (BSN
complementado con Nonidct P-40 1% y dMOadoohlO lódfco al 0,5%) durante 10 min a
4*C. en agitación en nona orbital; posteriormente se agitó en varíe* dos veces de 20
segundos cada una y se centrifugó a 1000 x g durante 10 min a 4"C. El sobrenadante
corresponde con la fracción de membranas nucleares y restos de ciiocsquclcto asociados
a ellas (He ctal.t 1990).
El precipitado se resuspendió en un lampón de baja fuerza iónica (Tris/HCI 10
mM y EDTA 1 mM a pH 8,0) y se incubó durante 1 hora a 4°C, en agitación en nona
orbital. Tras centrifugar durante 10 min a 4°C y 1000 x g, el sobrenadante obtenido
corresponde a la fracción de proteínas llamada S2 (Bourbon ci ai. 1983).
Posteriormente, el precipitado, se resuspendió en un medio con DNasa I libre de
RNasa (BSN con DNasa I 100 jig/ml, Tritón x-100 0,5%) durante 30 min a temperatura
ambiente para fragmentar el DNA; posteriormente se añadió sulfato de amonio hasta
una concentración final de 0,25 M incubándose durante 5 min a temperatura ambiente
Tras centrifugarlo durante 10 min a 2000 x g se obtuvo en el sobrenadante, la fracción
de proteínas asociadas a la croma ti na.
Los núcleos, ya sin cromalina, se «suspendieron en el tampón BSN y se elevó
gradualmente la fuerza iónica del medio hasta una concentración final de 2 M de NaCI;
se dejaron 5 min en agitación a temperatura ambiente y. tras centrifugarse durante 10
min a 10.000 x g, se obtuvo en el sobrenadante la primera porción de la matriz nuclear,
correspondiente a las proteínas solubles en alta sal.
El sedimento restante corresponde a la fracción insoluble perteneciente a la
matriz nuclear. Esta se solubiliza por incubación en el tampón de urea (MES 20 mM pl l
6,6, EGTA I mM. MgCl20,l mM. (Vmcrcaptoctanol 1%, azida sódica 0,02%. Tritón X-
100 0.5%, Urea 8 M, Tiourea 2 M). durante 45 minutos, en agitación en noria, a
temperatura ambiente; posteriormente se agitó en vortex durante 30 segundos dos veces
y finalmente se sónico en el mismo tampón.
Las proteínas de cada sobrenadante obtenidas en cada fracción se precipitaron
con ácido tricloroacético al 7% durante 2 horas a 0°C; posteriormente se centrifugó a
10.000 x g durante 30 mín. Las muestras se secaron en una centrifuga de vacío y se
resuspendieron en tampón Laemmli (glicerol 10%, Tris/HCI 0.2 M pH 6,8, azul de
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bromofenol 0.002*/., dodcctl sulfato sódico |S|)S) 4%, 0-mercap(uctanol 5%), pan
proceder a su separación clcciroforciica
IV.- VALORACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DK PROTEÍNAS
I Ensayo de Lowry
Para valorar la concentración de las proteínas obtenidas en cada fracción se
empicó el método de Lowry et al. < 1951). Este método está basado en la formación de
un complejo coloreado entre el Cu y los nitrógenos de los enlaces peplidicos. Para
resaltar el color formado en esta reacción y aumentar la sensibilidad, se hace reaccionar
posteriormente con el reactivo Folin-Ciocaltcau que al ser reducido por los residuos de
aminoácidos aromáticos tírosina y triptófano da un color azulado
Se tomaron 150 u,t de muestra procedentes de las proteínas obtenidas en cada
fracción y se añadieron 8S0 j.il de agua destilada. A continuación se añadieron 2 mi de
"solución C". compuesta de 25 mi de "reactivo A" y 0,5 mi de "reactivo B". El reactivo
A está formado por Na:COj al 2% en NaOH 0.1 N y el "reactivo B", por
Jl4Na2O6.2H2O al 1% en agua dolilada y CuSO4 al 0,5%. Se dejó incubar durante 10
minutos.
Pasado este tiempo, se añadieron 200 pl de Folin-Ciocalteau al 50%, se agitó y
después de 30 minutos se leyó la absorbancia a 750 nm en un espectrofotómetro,
ajustando previamente el valor cero con una solución carente de proteina.
La recta patrón se trazó utilizando la scroalbúmina bovina (BSA) como proteina
patrón a una concentración conocida (100 ng/ml) y sobre ella se calcularon las
concentraciones de las muestras de proteínas en función a su absorbancia.
2. Ensayo de Bradford (Bradford. 1976)
Este método se utilizó cuando la composición del lampón en el que se
encuentran las proteínas lo hace incompatible con la valoración por Lowry. Está basado
en la formación de un compuesto de adsorción de coloración azul entre residuos de
aminoácidos básicos de las proteínas y el colorante Azul Brillante de Coomasie G-250.
El colorante cambia de color marrón a azul al unirse a proteínas.
Un volumen determinado de las muestras se disolvió en 100 jal de agua y se
añadieron 5 mi de reactivo de Bradford (Bio-Rad) diluido. Se agitó para conseguir la
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formación tic complejos entre el A/ul de Coomas&tc > las proteínas ptmMÉM II color
formado es estable entre 5 min y I hora después de la adición del reactivo, y en este
intervalo se leyeron las densidades óptkai en un espectro fotómetro con lu/ visible a una
longitud de onda de 595 rtm.
La calibración del ensayo se rcali/ó mediante la preparación de una curva, con
seroalbúrnina bovina (BSA) como prolcina patrón con concentraciones conocidas entre
20 y 140 ug/ml. intervalo para el que existe una relación lineal entre densidad óptica y
concentración de proteína. Una vez obtenidos los datos de absorbancia correspondientes
a las proteínas, se extrapolaron sobre la curva patrón para calcular las concentraciones.
V.- ANÁLISIS ELECTROFORÉTICO DE LAS PROTEÍNAS
OBTENIDAS EN EL FRACCIONAMIENTO
I. Separación de proteínas por electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacri lamida
Para analizar los extractos proteicos obtenidos a partir del fraccionamiento se
utili/ó la técnica de electroforesis en condiciones disociantes, según el método original
descrito por Lacmmli (1970).
Los diferentes extractos de proteínas resuspendidos en lampón Lacmmli fueron
separados mediante gelcs de clcctmtoR-Ms de poliacnlamida en condiciones reduct<
en presencia de SDS (SDS-PAGE) al 12% y 5% de poliacnlamida para los gelcs
separador y concentrador respectivamente, en una cubeta vertical de electroforesis del
sistema mini Protean II de Bio-Rad
Antes de cargar las muestras, se calentaron a 10CTC durante 3 min y se dejaron
enfriar a temperatura ambiente. La separación clcctroforctica se produjo en lampón
Tris-glicina-SDS, a una corriente constante de 50 mA para la entrada de la muestra en el
gcl concentrador, manteniendo posteriormente un voltaje constanle de 100 V durante
aproximadamente 2 horas.
Con el fin de identificar la masa molecular de cada banda de proteína se corno.
junto a los extractos, un patrón comercial de proteinas de masa molecular conocida
(BioRad): Fosforilasa B (110 kDa). Seroalbúmína bovina (90 kDa), Ovoalbúmina (51,2
kDa). Anhidrasa carbónica (36,2 kDa), Inhibidor de tripsina (29 kDa) y Lisozima (21,4
U)a).
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2. Tinción con A/ul Brillante de Coomassie
Una vez terminada la electrófonos se procedió a l.i l'i|.u ion de las protcir
introduciendo ci gcl en una solución de cianot ácido acético agua destilada (20:10:70),
durante 10 minutos en agitador horizontal.
Pasado este tiempo se sumergió el gcl en una solución de Azul Brillante de
Coomassie R-250 al 0,3% en metano I ácido MEÉ» agua destilada (50:10:40) durante
4i» min l-in.ilrnente se decoloró el gcl mediante la solución metano! ácido acético.agua
(25:10:65).
El get se equilibró con agua Milli Q y unas gotas de gliccrol para proceder a su
secado, para lo cual se colocó entre dos papeles celofán y estos entre papel de filtro
Whatman 3MM; el conjunto se introdujo en un secador de gclcs. aplicando calor y
vacio para eliminar el agua.
Los geles. una vez secos, se introdujeron en un densitómetro "Bio-Rad" modelo
GS-800 en el que se analizó la captura de imágenes digitales. A continuación se
procedió al análisis densiiométhco de estas imágenes mediante el programa "Quanttry
One" de Bio-Rad que permite la realización de estudios cuantitativos.
VI.- ANÁLISIS EN MEMBRANAS DE POUVIML DIFLLORATO
(FVDF) DI LAS PROTEÍNAS ELECTROTRANSFERIDAS (WVtfrrw
Moning)
1. Transferencia de proteínas separadas por SDS-PAGE a membranas de
PVDF
Las membranas utilizadas para la electrotransferencia fueron las "Hybond-P" de
0.45 yxm (Amersham Pharmacia Biotcch). Previamente a su utilización fueron
humedecidas durante unos segundos en metanol (100%), lavadas con agua dcsiom/ada
y equilibradas durante 20 min en el tampón de transferencia (25 mM Tris. 190 mM
glicina. 20% v/v metano!. pH 8,3).
Se procedió apilando sucesivamente sobre una esponja plana papel de filtro
Whatman 3MM, el gel de poliacrilamida que contenía las proteínas, la membrana en
contacto directo con el gel, más papel de filtro y finalmente otra esponja plana, todos
ellos previamente humedecidos en tampón de transferencia. Este conjunto se dispuso en
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una cesta de plástico perforado y se introdujo en una cubeta de transferencia húmeda
(BioRad) de tal manera que el gcl quedó hacia el ánodo y la membrana hacia el cátodo.
La transferencia se realizó durante I hora y 15 min a 4"C, con una potencia
máxima de 100 V. y una intensidad máxima de 300 mA.
2. Inmunomarcaje y detección por quimioluminisecncia
Los anticuerpos empicados fueron los obtenidos en nuestro laboratorio contra tas
proteínas nucleolares NopAM y NopAlOO (De Cárccr et al., 1997).
Las membranas de PVDF con las proteínas transferidas se lavaron intensamente
con lampón fosfato salino 4PBS) y posteriormente se incubaron en solución de bloqueo.
PBS Twcen 20 al 0,05% y leche desnatada en polvo al 5% (PBST-lechct, durante 1 hora
a temperatura ambiente. Una vez bloqueadas, se lavaron con PBST y se incubaron con
el anticuerpo primario a una dilución 1:500 en el caso del anticuerpo anti-NopA64 y
1:1000 para el anticuerpo antí-NopAlOO. en tampón PBST-leche, bien durante I hora a
temperatura ambiente, o bien a 4*C durante toda la noche. Después las membranas se
lavaron intensamente con PBST y se procedió al mareaje con el anticuerpo secundario.
antí-lgG de conejo conjugado con peroxidasa, a una dilución 1:5000 en solución PBST-
lechc, durante I hora a temperatura ambiente. Todas las incubaciones se mantuvieron en
agitación suave sobre plataforma oscilante. Después se lavó intensamente con solución
PBST y se incubó con ct ktt de quimioluminisecncia ECL (Amesham, Littlc Chalfont.
Reino Unido) revelándose sobre película radiográfica Kodak XUV film, analizándose
finalmente en el densitómetro con el programa de Bio-Rad, "Quantity One".
3. Tinción con nitrato de plata de las proteínas argirófilas de la Región del
Organizador Nucleolar (proteínas AgNOR)
La técnica utilizada es la descrita por Hozák et ai. (1992) para la detección de
proteínas AgNOR en membranas de PVDF. Las membranas con las proteínas
transferidas se ttfteron en placas Petri de plástico. Todas las soluciones utilizadas fueron
preparadas con agua desionizada para evitar las reacciones inespecíficas de la plata. Las
membranas fueron lavadas sucesivamente con PBST, PBS. agua, etanol al 20% y
finalmente, de nuevo, con agua, durante 10 min cada uno
Una vez lavada la membrana, se incubó en la solución de tinción durante 15
minutos en oscuridad, agitación y a temperatura ambiente. La solución de tinción
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SIMIO en una me/cla en proporción 2:1 \\ \ \ de "solución A" (AgNO* al $0% en
agua) y "solución B" (gelatina al 2%, ácido fórmico al 1% en agua) respectivamente
Una vez teñidas las proteínas de la membrana, la reacción se paró añadiendo agua en
abundancia. Posteriormente las membranas se secaron entre papeles de filtro, en un
secagelcs. con vacio y calor. Por último se analizaron en el dcntiláinciro GS-800.
Vil.- ESTUDIO DE PROTEOL1SIS
Para realizar el estudio del efecto proteolitico sobre la NopAlOO los núcleos
aislados y resuspendidos en medio de almacenaje de núcleos (BSN) se incubaron en
presencia de un inhibidor general de protcasas. la teupeptina. a 10 j¿g mi durante 30
minutos a temperatura ambiente (Bouche et ai. 1985). Posteriormente se centrifugaron a
1000 x g durante 10 min a 4°C y se continuó con el fraccionamiento nuclear como ya se
ha descrito. Como control se incubaron núcleos de manera paralela, pero sin la adición
de la leupeptina.
VIH.- KNSAYO DE DESFOSFORILACIÓN
Se utilizó el extracto de proteínas S2 recién obtenido y suplcmcntado con una
ranea) de inhibidores de proteasas (I Mg/ml de aprntinina, I M^" 1 ' de leupeptina. 1
Mg mi de pepstatina y PMSF 0.1 mM). Se añadieron 20 unidades <lc fosfatasa alcalina
(Bochringer) por cada 20 ng de proteínas en tampón de fosfatan alcalina o de
desfosforilación (Boehnnger) y se incubó durante Ih a 3TC. Para detener la reacción se
añadió TCA al 7% y se resuspendió en tampón de rehidratación para isoclectroenfoque
y posterior análisis bidimensionai, o en tampón Laemmli para el análisis mediante gclcs
SDS-PAGE. Como control negativo se realizó un ensayo paralelo sin añadir la fosfatasa
alcalina.
IX.- ANÁLISIS «DIMENSIONAL DE LOS EXTRACTOS DE
PROTEÍNAS
Las proteínas de la fracción soluble (S2) y de la matriz de los núcleos de células
meristemáticas y no meristemáticas se separaron en gclcs bidtmensionalcs según dos
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criterios, o dimensiones: atendiendo al pumo isoeléctrico de cada proteina, mediante la
técnica del isoetectrocníbquc, en la primera dimensión, y según la masa molecular de
cada una de las proteínas, mediante el procedimiento SOS-PAGE. en la segunda
dimensión. (O'Fairel. 1975»
1. Primera dimensión. Isoclectrocnfoque
Las proteínas precipitadas se rcsuspcndicron en un lampón de rchidratación que
contenia Tris 40 mM, Tiourea 2 M. Urea 7 M. Tritón X-100 4%, DTT 100 mM, una
mezcla de anfolitos al 2%. en proporción 2:1 de rangos de pH 4-7 y 3-10, y azul de
bromofenol 0,002%. Para separar la mezcla de proteínas en función de su punto
isoeléctrico, se utilizaron los gelcs de BioRad de gradientes de pH inmovilizados
(IPGs). de rangos lineales de pH que van de 3 a 10, y de una longitud de 7 u II
centímetros. A cada tira se aplicaron 100 u,g de proteína en 12S pl de lampón de
rehidratacíón para las tiras de 7 cm y 185 yi\ para las de 11 cm.
Para la realización del isoelectroenfoque se utilizó la "protean icf ccll" de
BioRad. Para facilitar la penetración de las proteínas en las tiras se realizó una
rehidratación activa a 50 V durante 12 horas, seguida de una etapa de bajo voltaje, (250
V durante 15 minutos). Seguidamente la comente se aumentó en rampa rápida hasta los
4000 V para las tiras de 7 cm y 8000 V para las de 11 cm. En este punto la corriente se
mantuvo hasta acumular un total de 20.000 roWot bott (Vh.) para las tiras de 7 cm y de
35.000 Vh, para las de 11 cm. La comente se limitó a 50 uA por tira y todo el proceso
se realizó a 18°C.
Una vez finalizado el ísoelectroenfoque las tiras IPG fueron equilibradas en un
"tampón de equilibrado T que contenia urea 6 M, SDS 2%, Tris-HCI 0,375 M pH 8,8,
glícerol 20%, y DTT 130 mM, durante 10 minutos a temperatura ambiente, y con el
"tarnpón de equilibrado II" que cambia el DTT por 135 mM de iodoacetamida, otros 10
minutos, a temperatura ambiente.
2. Segunda dimensión. Gel SDS-PAGE
Para separar las proteínas según su masa molecular realizamos una segunda
dimensión. Para las tiras IPG de 7 cm se utilizó el kit de electroforesis "mini Protean II"
de BioRad y para 1as tiras de 11 cm ci kit "Protean II". Los geles de poliacnlamida se
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realizaron sólo con separador al 10 ó 12%. Una ve/ pohmcrt/ado. sobre ¿I se
aproa* at 0.5% y seguidamente se colocó la tira 1PG, ya equilibrada.
Las proteínas separadas fueron transferidas a una membrana de PVDF como se
describió anteriormente (apartado VI I) y detectadas por diferentes técnicas:
inmunomarcajc (según apañado VI 2|, unción AgNOR (según apartado VI 3). o teñidas
con Azul Brillante de Coomassic R-250 corno se describe en el apartado V. 2, o con
nitrato de plata.
3. Tinción general de proteínas mediante nitrato de plata
Para realizar la tinción con nitrato de plata se siguió el método descrito por
Heukeshovcn y Dernick (1988). ligeramente modificado. Primeramente las proteínas se
fijaron en una solución de etanol:ácido acético:agua destilada (50:10:40) durante 40
min, seguida de una nueva incubación en etanol:ácido acctico:agua destilada (5:1:94)
durante 30 min. Después de realizar 3 lavados con H;Odd. de 5 min cada uno, el gel se
introdujo en una solución de Na;S;Oi a una concentración de 0,2g/l, durante 1 min y se
lavó con HiOdd tres veces, de 30 segundos cada una. Posteriormente el gel se incubó en
la solución de tinción compuesta por nitrato de plata 12 mM y 3 ml/l de formaldchido al
37%, en oscuridad durante 30 min. al cabo de los cuales se reveló con una solución de
NaiCOj a 0,28 M y 0,5 ml/1 de formaldchido al 37 %. Este paso requiere dos cambios
rápidos de la solución para prevenir la precipitación de las sales de plata en la superfn
del gel. Cuando las manchas pertenecientes a las proteínas fueron visibles, la reacción
se paró con una solución de ácido acético al 5%.
Todos los geles obtenidos fueron analizados con el programa "PD-Quest"
(BioRad). Para cada condición a analizar se realizaron geles bidimensionales por
triplicado de un minimo de tres extracciones de proteínas independientes.
X.- ESTUDIO PEPTÍDICO Y ANÁLISIS DE AMINOÁCIDOS
1. Secuencia N-tenminal mediante la reacción de Edman
Las proteínas, separadas en gel SDS-PAGE y electrotransferidas a membranas
de PVDF fueron teñidas con Azul Brillante de Coomassie R-250. La banda
correspondiente a la proteina que se quiso secuenciar fue recortada y la proteína
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Manalizada en el sccucnciador automático de pulso líquido de Applied ttio&y*tcm&.
modelo Procise 494. que analiza mediante la degradación de I-dman
2. Estudio de peptidos y análisis de .un un «ácidos mediante espectrometría
de masas
Tras la selección de los spots de interés para ser analizados, se recortaron de
forma manual minimizando la cantidad de gcl y se digirieron in situ manualmente con
tripsina empleando un protocolo basado en el descrito por Shcvchcnko ct al. (1996) con
pequeñas modificaciones. Una pequeña alícuota (0,5 ul) del sobrenadante de la
digestión fue analizada directamente en un espectrómetro de masas de tipo M Al DI-
TO F ímatrix-assistedlasir ilc^nrption itmisatúm <umv-nfiflighi). modelo Voyagcr (ABI>
equipado con reflector, empleando HOCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) como
matriz, en condiciones de saturación. Los espectros de masas obtenidos se utilizaron
como "huella peptídica" para la identificación de proteínas en las bases de datos
utilizando los motores de búsqueda (Mascot, Profound) accesibles en la red.
El resto del digerido se secó y se resuspendió en ácido acético al 0,5% en agua
para su posterior análisis LC/RP-MS (cromatografía líquida en fase reven»-
espectrometría de masas) en un Mpectrfmetto de masas de tipo electrospray acoplado a
trampa tónica (ESI-IT) modelo Dcca-XP (Thcrmo-Finnigan, S.m José, California. USA)
empleando una columna de 180 um de diámetro interno a un flujo de 1,5 j«l m en modo
rriKTO-spray con una intcrfacc meta! fecdlc-kit {Thermo-Finnigan). Los espectro
fragmentación obtenidos (msni^ <»c analizaron mediante el programa "Turbosequest"
(paquete Bioworks Browser) de Thermo-Finnigan para la identificación de proteinas.
Los espectros que no presentaron homología con ninguna proteína presente en bases de
datos se analizaron empleando el programa "DeNovoX" (Thermo-Finnigan) y las
secuencias parciales obtenidas se utilizaron para encontrar homologías empleando el
programa FASTA (University ofWÍSOoasin, Madison WI. USA),
3. Comparación de secuencias con las bases de datos (SwissProt y
TrEMBL)
Para la obtención de las secuencias de aminoácidos de las proteinas nucleolina y
semejantes a nucleolina disponibles en Internet se procedió a la búsqueda en las bases
de datos de proteinas Swiss-Prot y TrEMBL. Después de la obtención de las secuencias
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de proteínas de ínteres, éstas se utilizaron pan buscar identidades con las secuencias de
peptidos obtenidas a partir de la NopA 100.
La comparación de las secuencias de aminoácidos de las diferente* proteínas con
las secuencias obtenidas por la degradación de I dinan o por espectrometría de masas te
realizó mediante los programas LALIGN o S1M que permiten el alineamiento entre
secuencias.
El programa LALIGN usa un algoritmo de alineamiento. Este programa utili/a
el algoritmo de lluang y Miller (Huang y Millcr. 1991). y forma parte del programa de
análisis de secuencias FASTA.
SIM es una herramienta de alineamiento para secuencias de proteínas. Trabaja
bajo el servicio de ExPASY (Expert Protcin Analysis System), que es el servicio
proteórnico de la Swiss Institutc of Bioinformatics (S1B). dedicado al análisis de
secuencias de proteínas y estructuras, al igual que de gelcs bidimcnsionalcs.
Para la realización de alineamientos múltiples de secuencias completas de
aminoácidos se utilizó el programa CLUSTAL-W (Thompson, ct al.. 1994). programa
disponible en Internet, utilizando los parámetros que ofrece por defecto.
4. Análisis filogenético
Para comprobar la relación evolutiva de la nuc ¡colina con el resto de proteínas
descritas como .semejantes a ella en otros organismos, se realizó un análisis 111<•genético.
Para ello se tomaron las secuencias de aminoácidos disponibles en las bases de dalos
Swiss-Prot o TrEMBL en formato FASTA (tabla 4) y se construyó el árbol filogenético.
Para el diseño del árbol filogenético se utilizó el algoritmo ( I I vrAL-W.
seguido de la corrección de distancias mediante el algoritmo "Jukcs-C'antor Distance"
utilizado en los programas "Distances" y "Growtrec" pertenecientes al "GCG packagc"
(Accelrys, CA, USA).
El árbol filogenético obtenido fue contrastado con otro realizado mediante el
paquete de programas PHYLIP (PHYLogeney Inference Packagc).
5. Páginas Web de referencia
ExPASY: http://us.expasy.org
Swiss-Prot y TrEMBL: http://www.ebt.ac.uk/swissprot/access.html
LALIGN: http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN.fonn.htm]
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SIS! htip us cvpasy or£ took sim-prot html
CLUSTAL-W: http:w*w cbi.ac.uk/clusUI«
PHYLIP: htip: cvolution gcncti«.s v»a,shingion.cdu, phylip.html
XI.- ESTUDIO MEDIANTE TÉCNICAS DE MIC ROSCOPÍA
1. Análisis mediante microscopía óptica
1.1- Preparación de muestras para microscopía óptica
Los meristemos de AUium cepa se fijaron durante 2 horas a temperatura
ambiente con formaldehído, recién preparado a partir de paraformatdehído, al 4 % en
PBS complementado con 0,5% de glutaraldchído (pH 7,4). (en adelante se designará a
este fijador asi preparado como PFA). Durante los primeros 15 min se mantuvieron en
bomba de vacío para facilitar la penetración del fijador en las muestras.
Tras la fijación se realizaron repelidos lavados en PBS seguido del bloqueo de
aldehidos libres, primero con dos pases de borohidruro sódico al 0,5% de 30 min cada
uno y posteriormente con 40 m\l de glicina durante 30 min. Tras varios lavados en PBS
las muestras fueron deshidratadas en una sene de alcoholes, infiltradas c incluidas en la
resma acrílica "Immunobed", según las instrucciones de uso del fabricante. Se
realizaron secciones semi finas de 2 [im de espesor utilizando un "Pyramitomc LKB"
con una cuchilla de vidrio, tas CHÚM se montaron sobre cubreobjetos tratados con
aminopropiltrietoxilano (APTES) al 2 % o noli-lisina al 0.1 %.
1.2.- Inmunofliiorcscencia sobre cortes semifinos
Las muestras sobre cubreobjetos se rehidrataron en una serie de alcoholes en
PBS y se bloquearon con solución de bloqueo (PBS suplcmcntado con 2 % de BSA>
durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron con anticuerpo
primario con dilución 1:100 en solución de bloqueo duranic 1 hora 30 min a 37°C. Tras
lavados intensos en PBS se incubaron con el anticuerpo secundanon anti-IgG de conejo,
conjugado con isotiocianato de fluoresceína (FiTC) o Alcxa 488 (Molecular Probes)
durante 1 hora, a 37° C. con dilución 1:100 en solución de bloqueo. Después de ser
lavados con PBS fueron incubados con DAPI (2 ug mi) para teñir el DNA. durante 5
min. se lavaron intensamente en PBS. posteriormente en agua y se montaron sobre
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portaobjetos con medio de montaje Mcm mi. durante toda la noche a 37" C para prevenir
el decaimiento de la florescencia. El control negativo del inmunomarcajc consistió en la
omisión del anticuerpo primario.
Las preparaciones fueron observadas en un microcopio Zciss Axiovcn dotado de
un dispositivo de cpifluorescencia y se capturaron imágenes digitales con una cámara
CCD Pholomclncs modelo CE 200A.
2 Técnicas de microscopía electrónica de transmisión
2.1.- Preparación de muestras para microscopía electrónica de transmisión
Las muestras fueron fijadas, deshidratadas e infiltradas del mismo modo que
para la microscopía óptica. Para la infiltración e inclusión se utilizó la resina acrilica
LR-White (London Resin Company). Tras la polimerización de la resina se talló en cada
bloque una pirámide, previa selección de la zona en cortes semifinos, al microscopio
óptico y se realizaron secciones ultrafinas con un ultramicrotomo Reichert Ultracut. Las
secciones se montaron en rejillas de ñique! recubiertas de una película de Formvar
(TAAB).
2.2.- Inmunomarcajc
Las rejillas conteniendo las muestras se incubaron sucesivamente con solución
de bloqueo conteniendo BSA al 2 % en PBS suplcmctitado con Twcen 20 al 0,5 %
(PBST) durante 30 min a temperatura ambiente, seguido de la incubación con el
anticuerpo primario con una dilución 1:50 en solución de bloqueo, durante i hora a
temperatura ambiente y finalmente en anticuerpo secundario. anti-lgG de conejo
conjugado con partículas de oro coloidal de 10 nm. diluido 1:50 en solución de bloqueo
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de cada incubación las rejillas fueron
lavadas en PBST tres veces, diez minutos cada una. Al final del proceso también fueron
lavadas con agua y teñidas con acetato de uranilo al S % durante 20 min en oscuridad.
Después de tres lavados, se tiñeron con citrato de plomo al 0,3 % durante 5 minutos, se
lavaron en H2Odd intensamente, se secaron y se observaron en un microscopio
electrónico de transmisión (modelos Philips EM 300 ó JEOL 1230) a 80 kV de tensión
de aceleración. Se realizaron controles negativos del mareaje, consistentes en la omisión
del anticuerpo primario.
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2.3-Cuaniificacion de las áreas de los nucléolos y de los granos de oro
Para el estudio de los nucléolo» en cuanto a su (amano y distribución de los
distintos componentes estructurales, así como sus variaciones a lo largo del culo
celular, se utilizó el programa de tratamiento y análisis de imágenes "QWin" de Le te».
XII.- ANÁLISIS DE SINCRONIZACIÓN DE MERISTEMOS
Con el fin de evaluar los cambios en las proteínas estudiadas a lo largo de la
intcrfa.se y cuantificar la* \anaciones y redistribución de los diferentes componentes
estructurales del nucléolo, se procedió a la sincronización de los mehstemos de las
ratees mediante el tratamiento con hidroxiurea. un agente que bloquea la progresión del
ciclo celular en G I S
1. Preparación de las muestras
Los bulbos, crecidos como se describió al comienzo de este capitulo, fueron
transferidos a una solución de hidroxiurea 0.75 mM en agua, durante 14 horas a 25"C,
con aireación y en oscuridad. Transcurrido este penado, las raíces fueron intensamente
lavadas y los bulbos transferidos a agua libre de la droga. Se tomó un gramo de muestra
a 0 horas. 2 horas, 4 horas. 6 horas y 10 horas de recuperación, para la extracción de
proteínas y el análisis por atometria de flujo, y se incluyeron, junto a esta secuencia,
muestras procedentes de 8 horas de recuperación, para la realización de los estudios a
Bhítl de microscopía. Todos los tiempos a los que se tomaron muestras para la
obtención de proteínas tienen un umbral de incertidumbre de ± 0.33 horas.
2. Análisis por citometría de flujo
El análisis por citometría de flujo se realizó a partir de núcleos aislados de una
población mcristemática control, sin tratamiento, y de poblaciones tratadas con
hidroxiurea. Se realizaron tomas a diferentes tiempos tras la recuperación de la droga,
para comprobar la fase del ciclo celular en la que se cncuentraba cada toma. Para ello se
utilizó el citómetro EPICS XL (Coulter Corporation, Dunstable. R.U.). Los núcleos se
incubaron con 50 ng/ml de yoduro de propidio (IP) (Waring, 1965) y 2 ng/ml de RNasa
libre de DNasa durante 20 min a temperatura ambiente, en oscuridad. Los tres periodos
de la interfase (OÍ, S y G2) se determinaron mediante la medición, en escala lineal y a
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600 nm. de ta fluorescencia emitida por el IP. La excitación del fluorocromo K analizó
con luz emitida a 488 nm por un láser de gas argón. Sólo te consideraron aquella»
muestras que presentaron, en el histograma del DNA, un bajo coeficiente de variación.
MreOySHjMnGl.
3. Cálculo del índice mitótico
Las raices sincronizadas fueron fijadas en PFA al 4% en buffer PBS, pH 7.5,
suplcmcntado con 5 mM de MgSO* y 10 mM de EGTA. durante 2 horas a temperatura
ambiente, en bomba de vacío. Postenormente se lavaron tres veces con el mismo buíTcr.
10 minutos cada vez. Se continuó con la digestión de las paredes celulares, sumergiendo
las raices en un cóctel de cn/imas formado por cclulasa al 2%. pcpnnasa al 1%.
macerozima al 0,5% y manitol 0,4 M. en PBS, durante 1 hora a 37°C prcviamcnic
desgasificado durante 15 minutos en bomba de vacio. Pasado el tiempo de incubación.
se realizaron tres lavados con PBS de 10 minutos cada uno. Los mcrístemos se
colocaron entre dos cubreobjetos secos, uno de ellos tratado con poli-lisina a 1 mg/ml.
Sobre este montaje se realizó el aplastado y se congeló a -20°C. Se separaron los
cubreobjetos, se tiñeron con DAPI a 1 ug/mt durante 5 minutos, se lavaron
intensamente, se montaron en un portaobjetos y se contaron las células al microscopio
Óptico de fluorescencia. El índice mitótico (IM). que representa el porcentaje de células
en mitosis. fue determinado por con taje de, al menos. 5 muestras y 1000 células poi
muestra.
XIII.-ANÁLISIS ESTADÍSTICO
En los estudios cuantitativos que implicaron la comparación de datos entre
distintas poblaciones celulares o fases del ciclo celular, se realizó la prueba t Student
para analizar la significación de las diferencias postuladas. Este método de análisis
estadístico compara las medias de dos categorías dentro de una variable dependiente, o
las medras de dos grupos diferentes. Es una prueba paramétrica que arroja el valor
estadístico t. Según sea el valor de t corresponderá un valor de significación estadístico
determinado. Según los grados de libertad tendremos los siguientes valores de
significación: p>0,05 - no significativo; p<0,05 - significativo (*); p<0,01 - muy
significativo (**); p<0,001 - altamente significativo (*•*).
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RESULTADOS
Ir OBTENCIÓN DE FRACCIONES PROTEICAS NUCLEAR I-s
FUNCIÓN \I MENTE SIGMFIC ATIVAS. FRA< < l< >\ s()l I Bl K Y
MAIRI/ NUCLEAR
Para el análisis de las proteínas nuclcolares hemos tomado, después de un
fraccionamiento secuenctal basado en el aumento de la astringencia, la fracción soluble
de los núcleos llamada S2, y la insolublc. correspondiente con la matriz nuclear (Mn).
El extracto S2 es fiíncionalmcnic significativo, se encuentra enriquecido en
ribonucleoproteinas (RNP) activas en el metabolismo del RNA nuclear en general y
nucleolar en particular, incluyendo la síntesis y procesamiento del pre-rRNA. Está
presente el 70-80% del RNA nuclear (Dunham y Bryant, 1983). Entre las RNPs del
extracto se han identificado proteínas implicadas en la síntesis y procesamiento de
precursores rtbosómicos como la RNA polimerasa I (Busch et ai., 1978), la caseina
quinasa (Busch et al., 1978). factores de transcripción de la RNA pol I (Schnapp et al,.
1990), la fibrilarina (Ccrdido y Medina, 1995). la nuclcolina (Buglcr el al.. 1982) y la
CKII (Caizcrgues-Kcrrer et ai., 1982). El extracto insolublc de proteínas corresponde
con la matriz nuclear. En esta fracción se localizan proleínas que están involucradas en
la organización estructural y funcional del núcleo.
I. Análisis mediante SDS-PAGE de las fracciones soluble e insolublc en
poblaciones meristemáticas y no meristemáticas
Los núcleos de las células menstemáticas de la raíz de cebolla (tejido altamente
proliferativo) fueron purificados (figura 5) y sometidos a extracción secuencia! de
proteínas. En paralelo, el mismo número de núcleos de células parenquimáticas de raí/
de cebolla (tejido no proliferativo) fueron extraídos de la misma manera. Se encontraron
diferencias en cuanto a la contribución relativa del núcleo a la masa celular entre los dos
tipos celulares. Los meristemos de raíz produjeron 40 x 106 núcleos por gramo de tejido
fresco, mientras que de un gramo de tejido parcnquirnático fresco se obtuvieron 18 x
10* núcleos. Sin embargo, con respecto a la masa de proteínas por núcleo ambas
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muestras tuvieron una ratio similar. 24 ugr de pnHeina por millón de núcleos para el
tejido menstemático y de 21.7 ugr para lo* núcleos del tejido no men¿temático
figura 5.- (a) Núcleos aislados de células
menstcmáiicai de la raí/ de cebolla, teñidos
con a/ul de toluidina. (b) Detalle de dos
núcleos. La barra de aumentos representa 10
um
Las proteínas solubles en lampón de baja fuerza iónica (extracto S2) y las
proteínas insolublcs, fueron obtenidas de los dos modelos celulares y separadas por
SDS-PAGE para la comparación de los patrones electroforéticos obtenidos. Los geles
fueron teñidos con azul brillante de Coomassie y las bandas visualizadas fueron
cuantificadas y analizadas densttométricamentc. En la muestra merístemática de la
fracción S2 pudimos detectar 26 bandas en el rango comprendido entre 130 kDa y 20
kDa de masa molecular (figura 6. carrera I), mientras que en la muestra no
merístemática, el número de bandas fue reducido a 18 (figura 6, carrera 2). Como
previamente fue observado (Ccrdido y Medina. 1995; De Cárccr et al., 1997), las
hundas principales identificadas en células meristcmáticas, mostraron una clara
reducción en intensidad (absoluta y relativa) en células no menstemáticas con la
excepción de la de 51 kDa Para la fracción de la matriz nuclear el número de bandas es
menor, 18 para la población mcnstcmáfica (figura ft. carrera 3) y 12 para la no
merístemática (figura 6. carrera 41
Fracción S2 Fracción Mn Tyura.6.- SDS-PAGE de las fracciones
proteicas solubles c insolubles de los núcleos
de células mcnstcmáticas y no
meristemáticas de A. cepa, (i) Extracto S2
de muestras meristemáticas. (2) BxlIlClU V
de muestras no meristemáticas. (3) Fracción
de la matriz nuclear de muestras
meristemáticas. (4) Fracción de la matriz
nuclear de muestras no menstcmaticav Los
patrones de peso molecular se indican en
kilodaltons.
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2. Estudio, mediante H'estern btof. de las proteínas NopAlOO y NopA64
1A V n IJ írai-viun soluhii- iK los mulu>v
Las proteínas presentes en la fracción soluble de los núcleos, de células
mcmtemáticas y no mcristcmáticas. fueron separadas en un ge) de electroforesis y
transferidas a membranas. La muestra meristemática incubada con anticuerpo contra la
NopAlOO presentó una banda mayoritana en torno a csic peso molecular, junto con
otras ocho más. con masas moleculares de 95 kDa, 85 kDa, 75 kDa, 70 kDa. 64kDa. 60
kDa. 54 kDa y 46 kDa respectivamente. El mismo anticuerpo también detectó una
banda de 120 kDa (figura 7, carrera 1). que en poblaciones no mcrístemáticas está
fuertemente disminuida. En estas muestras no meristemáticas la NopAlOO es patente,
pero mucho menos intensa que en la población meristemática. Junto a esta disminución
de las proteínas de 120 y 100 kDa se le suma la práctica desaparición de las bandas por
debajo de este peso (figura 7, carrera 21.
Las muestras meristcmáticas y no menstcmátieas también fueron incubadas con
un anticuerpo contra la proteina \op . \64 , descrita como homologa a la nucleolina de
mamíferos en cebolla (De Cárcer el ai., 1997; Medina et ai., 2001). Este anticuerpo
detectó dos bandas mayoritanas. a 64 y 61 kDa respectivamente, para la muestra
meristemática. Junto a estas bandas, también se reconoció una banda a 100 kDa (figura
7. carrera 3), mientras que para la muestra no meristemática esta banda no se detecta, y
de las dos mayorítarias, la de 64 kDa se ve reducida siendo la de 61 kDa la banda más
intensa (figura 7. carrera 4).
Anti NopAlOO Anti NopA64
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49,9
35.1
20,8
'figura 7.- Detección de la NopAlOO
(carreras 1 y 2) y de la proicína NopAfV4
(carreras 3 y 4) en muestras
menstemáticas (carreras I y 3) y no
meristcmáticas (carreras 2 y 4). Las
flechas, en las carreras incubadas con
anticuerpo contra la NopAlOO. muestran
la proteína mayoritaria y su precursor. Las
flechas, en las carreras incubadas con anti
NopA64, muestran las dos bandas
principales a 64 y 61 kDa y el precursor
de 100 kDa. Los pesos moleculares se
expresan en kDa.
2.2- Kn la fracción ¡MMIIUIIIC de
La detección mmunológica medíame Western hhn en la fracción uiMilublc de lo«
núcleos revela profundos cambios en relación con la fracción soluble. En la población
mcristcmatica, con el anticuerpo contra la NopA 100 (figura 8, cañera 1) se detectan tres
bandas, a 100. 64 y 61 kDa respectivamente I n este caso no se detecta ni la proteina de
120 kDa ni la "escalera" de bandas que se detectaban en la fracción soluble por debajo
Je ote peso. Para las muestras no mcnvtcmaticas. la banda de 100 kDa prácticamcnic
desaparece, mientras que las bandas a 64 y 61 kDa siguen siendo patentes (figura 8.
carrera 2). Para la NopA64 se delectan dos bandas a 64 y 61 kDa en las muestras
meristemátteas, y a diferencia de la fracción soluble, no da reacción con ninguna banda
a 100 kDa (figura 8. carrera 3). Para la muestra no meristemática sólo se detecta una
banda mayontana de 64 kDa (figura 8. carrera 4).
8- Detección inmunológica de la
proteínas de 100 kDa (carreras 1 y 2) y
NopA64 (carreras 3 y 4) de poblaciones
mcrístcmiiicas (carreras 1 y 3) y no
menstemáticas (carreras 2 y 4) de la
fracción insolublc de los núcleos, los
patrones de peso molecular se expresan en
kilodaltons.
3. Determinación de las proteínas detectadas mediante la tinción Ag-NOR
Para detectar proteínas relacionadas con la Región del Organizador Nuclcolar
(ÑOR) y al mismo tiempo asociadas a la proliferación celular, se realizó la tinción
AgNOR sobre membranas de PVDF de muestras meristemáticas y no menstemáticas de
las fracciones solubles e insolubles de los núcleos. La tinción detectó una sene de
bandas discretas que variaron en cuanto a número e intensidad de tinción en función del
estado prohferativo de las células y de la fracción de la que se tratase.
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Pan la fracción S2 de muestra* mcn&icmaticas. las bandas ma\ intensamente
teñidas Mhn tcron a 120. 100, 45 y 43 kDa (figura 9. carrera 1), aunque cu*tc una sene
de bandas intermedias con menor intensidad de tinción Para la muestra no
mcnslcmálica de la fracción soluble (figura 9. carrera 2) estas proteínas se ven
drásticamente reducidas, y las bandas intermedias prácticamente han desaparecido. 1.1
conjunto de los resultados obtenidos de la tinción AgNOR, la tinción por azul brillante
de Coomassie y el Wttttn klai con anticuerpo contra la proteina de 100 kDa pone de
manifiesto que el nivel de la proteina de 100 kDa es considerablemente mayor en
células merístemáticas que en no meristernáticas.
Para la fracción de la matriz nuclear de poblaciones menstemáticas se delectaron
dos bandas mayorítarías. a 100 y 45 kDa respectivamente, y otras 5 bandas intermedias
con menor intensidad de tinción (figura 9 carrera 3). F.n cambio, para la muestra de
matriz nuclear de poblaciones no nienstemálicas el patrón de tinción fue muy distinto,
presentando una única banda mayoritana. a 45 kDa, fuertemente reducida en
comparación con las muestras menstemáticas. y una señal muy débil a 100 kDa,
desapareciendo todas las bandas intermedias.
Fracción S2 Fracción Mn
I 11391
J5.I
20.8
1
(Figura 9.- Tinción AgNOR de muestras menstemáticas (carreras 1 y 3) y no
menstemáticas (carreras 2 y 4) de la fracción S2 (carreras 1 y 2) y de la fracción de
matnz nuclear (carreras 3 y 4). Las flechas indican las proteínas mayontanas detectadas
mediante esta tinción en la fracción soluble de los núcleos de muestras menstemáticas.
La masa molecular se expresa en kDa.
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Remitido*
4. Estudio de la fosforilación de la NopAlOO y NopA64
La NopAlOO es una proteina candidala a ser la homologa tic la nuclcohna de
mamíferos en cebolla. I sta proteina se sabe que está regulada, entre otros mecanismo*.
mediante la fosforilación Para comprobar esta posibilidad en la NopAlOO y NopAM se
realizó un tratamiento de dcsfosfonlación mediante la incubación con fosfataba alcalina
sobre el extracto soluble de los núcleos de poblaciones mcnslcmahcas I I
hhtting del control negativo de la NopAlOO. que siguió la misma incubación que la
fracción tratada pero con la ausencia de la fosfatas*, muestra una banda mayontaha a
100 kDa, al igual que el patrón descrito en condiciones normales, mientras que esta
misma banda, en el Western b!otiinf> del extracto tratado, baja hasta los 95 kDa.
mostrando el alto grado de fosforilación de la NopAlOO. El control negativo de la
NopA64 (figura 10, carrera 3) muestra una banda mayorítaría a 61 kDa y la
desaparición de la de 64 kDa, a la vez que al tratar con fosfatasa aparece una banda
inferior a 60 kDa. lo que demuestra una sensibilidad de la NopA64 a las condiciones de
incubación. No obstante, se aprecia una tercera banda en torno a 100 kDa, que sí parece
estar afectada por el tratamiento, como se había descrito en apartados anteriores, y que
se presume sea la NopAlOO. estando las dos inmunológicamcnic relacionadas.
'Figura 10.- Experimento de dcsfosfonlación con fosfatasa alcalina. Western btottíng
con anticuerpo contra la NopAlOO (carreras 1 y 2) y NopAM (carreras 3 y 4) en la
fracción soluble de los núcleos de poblaciones meristemáticas. Las carreras 1 y 3 son el
control negativo del tratamiento, y las carreras 2 y 4 son los extractos tratados con la
fosfatasa alcalina los pesos moleculares se expresan en kilodaltons.
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5, Distribución intracclulardc las proteínas
Para determinar la distribución miracclular de las proteínas NonAlOO y NopAM
se utilizó la técnica de inmunofluorcsvcnaa indirecta sobre cortes scnnfinos de células
menst eméticas de la raíz. El uso de cortes scmiftnos presenta ventajas frente al uso de
aplastados: las células están im.Ki.ts. no deformadas, y se obtiene una alta resolución
con gran calidad de imagen y muy buen enfoque sin recurrir al microscopio confocal.
Esta técnica reveló la presencia de estas dos proteínas en el interior del núcleo y muy
mayontanamente en el nucléolo, siendo indctcciable mediante esta técnica su presencia
en el resto de la célula (figuras II y 12). Dentro del nucléolo, el patrón de distribución
del marcado inmunofluorescente es heterogéneo, pero aparecen ligeras diferencias entre
ambas proteínas. Mientras que la NopA64 se distribuye por casi todo el nucléolo, la
NopAlOO lo hace de manera más heterogénea, con zonas muy intensamente marcadas, y
otras prácticamente sin marcar. Además, la proteína de 100 kDa también se ha
detectado en nucléolos en profase y telofase (figura 12d).
Para conocer con precisión inequívoca la distribución subnucieolar de las
proteínas, se procedió al mareaje con inmuno-oro y la observación al microscopio
electrónico. Para las dos proteínas el mareaje observado se acumuló con mayor
densidad en el componente fibrilar denso íCFD), siendo minoritario o nulo en los
centros fibrilares (CFs), el componente granular (00) y en las vacuolas nuclcolarcs
(figura 13). Dentro del CFD, los lugares más intensamente marcados correspondieron a
las proximidades de los CFs.
Se realizaron controles negativos siguiendo todo el proceso en paralelo a la
inmunodetección. pero omitiendo el anticuerpo primario. El resultado obtenido siempre
fue la ausencia total de mareaje con oro coloidal,
La distribución de estas proteínas coincide con los lugares de transcripción de
los genes nbosómicos y el procesamiento temprano del prc-rRNA (De Cárcer y Medina.
1999; Medina et al., 2001). Esta localización es coherente con el papel funcional
atribuido a estas proteínas.
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'Figura 11.-. Inmunofluorescencia con anticuerpo anti-NopA64 sobre cortes
semiflnos (b) de células interfásicas. La croman na de los núcleos se encuentra
teñida con DAPI (a). Aparece un mareaje nucleolar con distribución
heterogénea. La barra de aumentos representa 10
Tigura 12.- Inmunofluorescencia con anticuerpo Anti-NopAIOO sobre corles
semifinos (c y d). La distribución eminentemente nucleolar de la proteína
aparece con claridad, al igual que su distribución heterogénea en el intenor del
nucléolo. El mareaje también está presente en nucléolos de núcleos en profasc
y telofase (b y d). Las cabezas de flecha indican los nucléolos de núcleos
telofásicos y la flecha el nucléolo de un núcleo profásico. La cromatina se
encuentra teñida con DAPI <a y b). La barra de aumentos representa 10 um.
Cr: cromatina. Nuc: nucléolo.
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'Figura 13- Nucléolos de AUium cepa al microscopio electrónico de transmisión.
con mareaje con anticuerpo anti-NopAlOO y anti-NopA64 (a y b respectivamente).
revelado con oro coloidal. El nivel de marcado es ostensiblemente mayor para la
NopAlOO. aunque el patrón de iocalización intranucleolar es esencialmente similar
para ¡as dos proteínas. Las partículas del marcado aparecen predominantemente en
el componente flbrilar denso (CFD). mayoritariamente en tomo a los centros
fibrilares (flechas). La barra de aumentos representan 1 (im. CG: Componente
granular.
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II.- ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR
Para poder estudiar las variaciones de las proteínas a lo largo de la mi críase y la
distribución de los diferentes componentes del inicíenlo en las distintas etapas del ciclo
celular, se procedió a la sincronización de las células OMristcmá ticas, la calidad de la
sincronización y la progresión de la población celular sincronizada a lo largo del ciclo
celular se analizaron mediante citomctria de flujo y con el cálculo iic¡ induce minuto
mediante el recuento del número de mitosis en cada momento de las tomas. Se
analizaron mediante Western bíot las variaciones tic las proteínas NopA HX> y NopA64 a
lo largo de la interfasc en las dos fracciones proteicas en estudio.
1. Sincronización de la población meristemática de la raíz!. Cálculo del
índice mitótico
La sincronización de la población celular se llevó a cabo mediante el tratamiento
con la droga hidroxiurea (HU). que bloquea a las células en el punto de transición entre
las fases Gl y S temprana mediante la inhibición de la cn/ima ribonuclcótido reductasa
(Young y Hodas, 1964). Tras el bloqueo se procedió a la recuperación de tas células y a
la toma de muestras a diferentes horas, que corresponden con puntos significativos del
ciclo celular. Para comprobar la correspondencia entre los datos teóricos y la situación
experimental se utilizó el análisis mediante citomctria de flujo de las muestras tomadas
a distintos tiempos de recuperación, para determinar la carga de DNA por núcleo en
cada toma y poder observar la progresión de las células a través del calo celular, a
excepción de la mitosis (figura 14).
El control (figura 14a} fue realizado mediante el análisis de 20 raíces no tratadas
y por tanto, con sus poblaciones celulares asincrónicas. El histograma representa la
distribución de los núcleos en la interfasc del ciclo celular, según su carga de DNA, y la
abundancia relativa de cada uno de los periodos de la interfase. Los valores obtenidos
fueron, para la fase G1 -S temprano, del 57,5 ± 3%. para la fase S del 17,4 ± 5.7% y para
la fase G2 del 16.1 ±6.1%.
Cuando las raíces fueron tratadas con HU, la mayoría de las células (77%) fueron
detenidas en la transición Gl-S. correspondiendo con las 0 horas de recuperación tras la
liberación de la droga. La figura 14c muestra el movimiento de la población celular de
Gl a G2. pasando por la fase S. mediante el análisis de las muestras tomadas
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'figura 14.- Sincronización de las células mcrisemáticas de la raí? de Ailtum cepa, (a)
Diagrama de citomelría de flujo representando la cantidad de DNA (abscisas) y
número de núcleos (ordenadas) en la inlerfasc de una población control íno
sincronizada), fcl primer pico de la gráfica corresponde con el período Gl. el segundo
con el G2 y la región central corresponde a la fase S (h) hsquema de la* diferentes
fases y subperiodos del ciclo celular sujeto a estudio (c) Gráficas obtenidas mediante
el análisis por ciiometría de flujo de los núcleos provenientes de tomas realizadas a
distintos tiempos tras la recuperación del tratamiento con la hidroxiurea 2C y 4C
indican la cantidad de DNA presente en cada núcleo durante el ciclo siendo C la
cantidad de DNA que posee una célula haploide antes de la duplicación del DNA <n
croma ti das) Las flechas indican la situación, dentro de la interfase. de la población
sincronizada en el momento de cada toma.
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entre Oyó horas después de la liberación del bloqueo. La fase C¡2 te local i/a entre las 6
y 7 horas, pumo éste ultimo en el que se observó el comienzo de la tlátOtM A las 10
horas la mayoría de la población celular menstemahea se locali/ó de nuevo en la
GI de un segundo ciclo, pero con Índices mitóucoN nías altos que a las 0 horas, lo que
podría indicar la pérdida de sincronía gradual con el pavo del tiempo <I>olc/cl. tt al.,
1999). El porcentaje de núcleos que permanecen en GM 10%) puede corresponder con
células que están fuera de ciclo <G0> (Dar/ynkicwic/ el al.. 1980). o células que están
en ciclos lentos (Evans y Van't Hof, 1975).
Para evaluar el grado de sincronización de las raices tratadas con HU se
determinó el índice mitótico a los diferentes tiempos a los que se tomaron las muestras
La curva del índice mitótico de las poblaciones sincronizadas, comparadas con la cuna
de la población control (figura 15), confirman un buen grado de sincronización Kn las
condiciones estándar, el valor del índice mitótico (IM> muestra una alta actividad
mitótica con un valor que permanece constante de 11.7 + 0,7 %. Después del
tratamiento con hidroxiurea el IM disminuyó a 1,01 + 0,5 % hasta las 6 horas. A partir
de la 7a hora se incrementa muy rápidamente y alcanza un máximo a las K horas de la
liberación con un IM de 64 + 3,2 % de la población (figura 16). El control se rcali/ó
contando muestras crecidas bajo las mismas condiciones, pero en ausencia de la droga,
y a los mismos tiempos
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'Figura 15,- Representación gráfica del cálculo del índice mitólico. Hn abscisas se muestran los
tiempos a los que se realizó el contaje de las muestras a partir de la eliminación de la
hidroxiurea. y en ordenadas el porcentaje de mitosis que se contó en cada una de las muestras,
es decir, el índice mitótico. Las gráficas representan el número de mitosis en cada una de las
horas analizadas. La línea de cuadrados corresponde con la población sincronizada medíanle el
tratamiento con hidroxiurea y recuperada en medio libre de la droga. La linea de triángulos
representa el número de mitosis de una población control sin tratamiento, pero tomando
muestras a los mismos tiempos que las poblaciones tratadas.
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figura ib,- Imagen de Ruciofcopfai de
fluorescencia de la población celular
correspondiente a 8 horas de recuperación
después del tratamiento con l.i hidrmiurca. l a
muestra fue teñida con DAI'I Ohscncvc la
gran cantidad de figuras mi toncas.
III.- ESTUDIO DE LA MADURACIÓN PROTEO1J 1K A DE LA
NopAlOO
Como se ha descrito en un apartado anterior, el anticuerpo anti-NopAlOO revela
una familia de proteínas inmunológicamentc relacionadas, la mayoría de ellas de peso
molecular menor que 100 kDa. La aparición de estas bandas podría ser la consecuencia
de un proceso de maduración proteolítica de la proteína mayontaria. También,
perteneciente a esta familia, se encuentra una proteina de mayor peso molecular, que
podría corresponder con el precursor de la proieina de 100 kDa.
Con objeto de clarificar este problema con la mayor precisión y de definir la
relación de esta posible modulación proteolilica con el progreso del ciclo celular, hemm
cuanlificado los niveles de expresión de la NopAlOO y NopA64. y de las proteínas
inmunológicamentc relacionadas con ellas a lo largo de la ínicrfavc. y hemos estudiado
la respuesta de la "familia" de proteínas a la incubación con un inhibidor de protcasas
I. Efectos de la progresión del ciclo celular sobre los niveles de las
proteínas NopAlOO y NopA64 y las proteínas inmunoiógicamente
relacionadas con ellas
1.1* En la fracción soluble de los núcleos
Para este estudio se incubaron con el anticuerpo contra la NopAlOO extractos de
la fracción proteica soluble de los núcleos sincronizados a los distintos tiempos (0 horas
para Gl, 2 y 4 horas para S y 6 horas para G2) y se analizaron por Western Motting
(figura 17a). Los valores de la intensidad de las proteínas se normalizaron y se
analizaron densitométricamente. El ensayo fue realizado partiendo de las proteinas
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obtenidas a partir del mismo número de núcleos II control M llevó a cabo con raíces
crecidas en las mismas condicione* pero sin ser sometidas al tratamiento con la droga,
por lo que la población mcristcmática era ttattCTOIMCa i especio del ciclo celular
Se observó un aumento progresivo, tanto de la cantidad de prntcina de 100 kl>a.
correspondiente a la NopAIOO. como de las demás bandas (figura 17b y c). La densidad
de bandas por debajo de NopAIOO se acentuó intensamente en (¡2. llegando a apreciarse
una nueva banda (36 kDa). La cuantifícación de estos cambios nos muestra un aumento
progresivo en la cantidad de proteina NopAIOO a lo largo de la íntcrfasc. alcanzando su
cota superior a las 6 horas (G2). El resto de las proteínas aumentan progresivamente a lo
largo del ciclo, de 0 horas (Gl) a 2 horas las diferencias no son significativas, mientras
que de 2 a 4 son altamente significativas (>•»} al igual que sucede de 4 a 6 horas. Estos
aumentos muestran la importancia cuantitativa de la proteína NopAIOO en núcleos con
alta actividad, así como de las proteínas que son reveladas por su anticuerpo especifico.
El análisis mediante Western hfotting de la NopA64 a Ío largo de la intcrfasc
muestra constantemente el mismo natrón de reacción inmunológica que el descnlo
genéricamente para las células meristemáticas asincrónicas, con dos bandas principales,
una mayontaria a 64 kDa y otra minoritaria a 61 kDa. pero también se observa una
tercera banda, a 100 kDa (figura 18). El estudio densitometnco en poblaciones celulares
sincrónicas indica la existencia de un aumento progresivo de la proteína entre (i I y G2
(figura 18b). La banda responsable del aumento mayoritano de la proteina es la de 64
kDa. mientras que las diferencias de la banda de 61 kDa no son significativas. El control
se llevó a cabo como en el caso anterior.
Comparando la evolución de ambas proteínas observamos que en ambos casos
se produce un aumento entre Gl y S. aunque en et caso de la NopAIOO lo hace en una
proporción mayor, también en ambos casos, los niveles máximos de cantidad de
proteína se alcanzan en G2. Tanto para el caso de la NopA64 como de la NopAIOO. la
cantidad de proteina presente en G2 es casi el doble de la que hay en Gl (figura 19).
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'Jjflum 17,- Cuanitficación de la proteína NopAlOO y de las proteínas
inmunológicamcntc relacionadas con ella en células sincrónicas (a)
Detección, mediante Westem blotting. de las proteínas de la fracción soluble
de los núcleos incubados con anticuerpo contra la proteína de 100 kDa. de
muestras lomadas a las distintas horas después del tratamiento con
hidroxiurea Los pesos moleculares se expresan en kilodaltons <b>
Representación gráfica de las variaciones de las proteínas Kn azul se muestra
el análisis correspondiente a la banda de 100 kDa, con un aumento progresa o
a lo largo de la interfase con un pico en G2. Kn rojo, la escalera de bandas
detectadas, por reacción cruzada, por debajo de la banda de 100 kI >.i
aumentan progresivamente a lo largo de la fase S y drásticamente en G2 Kn
morado el control (población asincrónica» Para cada uno de los valores se
representa la desviación estándar de la muestra Kn abscisas se representan los
tiempos de recuperación a los que se tomaron las muestras tras el tratamiento
con hidroxiurea. en ordenadas los valores de la densidad óptica <c> Diagrama
de barras de la evolución de cada banda detectada a las diferentes horas.
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'Jlgura 18- (a) Análisis, mediante Western hlotim^. de la proteína NopA64
a lo largo de la interfase. I AS barras de la izquierda representan los paironcv
de peso molecular en kilodaltons. (b) Representación. n>edianic diagrama de
barras, de la cantidad de proteína en la interfasc Hn abscisas se muestran los
tiempos a los que se tomaron las muestras, y en ordenadas los % alores de la
densidad óptica. En cada valor representado se añade la detviaciáfl estándar
de la muestra.
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'figura 19.- Representación en diagrama de barras de los niveles
de las dos proteínas. NopAlOO y NopA64 en los distintos tiempos
a los que se tomaron muestras tras la sincronización con la
hidroxiurea. En verde, la NopAlOO. muestra una línea de
tendencia mas acusada que la correspondiente a la NopA64
(morada).
Resultado*
1.2- En la fracción ln%uluhlr dr lo% núcU-os
El anticuerpo contra la NopAIOO. que, como \c vio en anortado* anteriores,
mostraba una banda a 100 kDa y un doblete a 64 y 61 kl)a. repite el patrón a lo largo de
la inferíase, pero con pequeñas modificaciones en cuanto a la intensidad de las bandas.
No existen cambios significativos entre 0 horas. 2 horas y 4 horas para el doblete,
mientras que para la banda de KM» kDa. no hay cambios entre 0 horas y 2 horas, pero
experimenta un pico de intensidad a las 4 horas, indicando un aumento en la produivion
de la proteina a finales de la fase S con una nueva caída en G2. Las bandas de 64 y 61
kDa experimentan una brusca subida en la intensidad de sus niveles, de finales de la
fase S a G2, coincidiendo con la disminución de la banda de 100 kDa (figura 20).
Figura 20.- (a) Fracción de la matriz nuclear incubada con el anticuerpo anú-NopAlOO
en extractos sincronizados y pertenecientes a diferentes tiempos de recuperación. (b>
Diagrama de las variaciones de la proteína, en linca continua los valores de la proteina
de 100 kDa y en discontinua los correspondientes a las otras dos bandas en conjunto. En
ordenadas se expresan los valores densitometricos. Para cada uno de los valores se
representa la desviación estándar de la muestra.
2. Evidencia de la maduración proteolítica de la NopAIOO
Para comprobar si. efectivamente, la aparición de la familia de proteínas
inmunoiógicamente relacionadas con la NopAIOO es debida a la degradación
proteotitica de ésta, los núcleos aislados fueron incubados en presencia de un inhibidor
de proteasas general, la leupeptina. a una concentración de 10 mg * mi durante 30
minutos a temperatura ambiente.
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El patrón de la muestra incubada con el inhibidor de protca&at mostró
importantes variaciones respecto al general, davninuvcndo la abundancia de alguna»
proteínas del extracto (95 kDa. 64 kDa. 60 kDa. 54 kDa. 4(> ItDft) I na de las bandas, la
de 75 kDa. desaparece, mientras que las bandas de 1(X> kDa. K5 kl>a v "<* kl)a se \cn
incrementadas, produciéndose un.i acumulación de estas tres bandas en detrimento ik-
las restantes (figura 21).
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'Figura 21.- Influencia de la Icupeptina en la distribución de la familia de proteínas
inmunológicamenle relacionadas, (a) Wvstcm hlotting de proteínas tratadas con
leupeptina (carrera t), y proteínas control, sin tratamiento (carrera c). Las barras de la
derecha indican el peso molecular en kilodaltons correspondiente a los patrones de peso
molecular. Los símbolos de la izquierda indican incremento de la banda en la muestra
tratada con respecto al control (+) o bien descenso (-). (h) Representación en diagrama
de barras de las variaciones de las bandas entre las proteínas tratadas y las control En
abscisas se muestran los pesos moleculares correspondientes a cada banda expresado en
kilodaltons, y en ordenadas los valores relativos de la densidad óptica Se observa un
aumento en las bandas de 100. 85 y 70 kDa a expensas de la disminución de todas las
demás, una de las cuales (75 kDa) llega a desaparecer.
3. Análisis de la maduración proteolítica durante el ciclo celular
Para comprobar las variaciones en la proteolisis de NopAlOO en las distintas
etapas del ciclo celular, se procedió a la incubación de núcleos sincronizados con el
inhibidor de protcasas leupeptina a diferentes tiempos de toma de muestras. En la fase
Gl no se encontraron diferencias significativas entre los niveles de las diferentes bandas
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en las muestras con protcolisis inhibida y los controlas, salvo la banda de 75 kt)a que se
vio disminuida en la muestra incubada con Icupcptina Con respecto a S. tampoco se
apreciaron grandes cambios, aunque si una tendencia a l.i disminución de todas las
bandas a excepción de las de 100. 85 y 75 kl).i Eati tendencia se confirma con muestras
perteneciente?» a G2. donde la acumulación en I(M) kl)a es muy acusada < figura 221
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'Figura 22.- Diagrama de barras representando la influencia de la Icupeptina en los
niveles de las diferentes bandas que componen la familia de proteínas
mmunológicamcntc relacionadas con la NopAlOO. a lo largo de la intcrfasc I n abscisa*
se muestran los pesos moleculares correspondientes a cada banda expresados en
kilodaltons. y en ordenadas los valores relataos de la densidad óptica
IV.- ORGANIZACIÓN ILTRAESTRICTLRAL DE LOS
NUCLÉOLOS EN LA INTERFASE Y DISTRIBUCIÓN DE LAS
PROTEÍNAS NopAlOO Y NopA64
Se sabe desde hace mucho tiempo que existen diferencias en la morfología de
los nucléolos en las distintas etapas de la interfase. Estas diferencias morfológicas
responden a los estados de actividad nucleolar. siendo mucho mayor el nucléolo en G2
que en Gl. En general, los nucléolos en la fase Gl, además de ser más pequeños que en
G2, contienen pocos pero grandes CFs y el CG es escaso y periférico. Por el contrario,
en G2, el número de CFs aumenta pero disminuyen en tamaño y el CG mantiene una
gran presencia y se localiza entremezclado con el CFD. Pretendemos cuantificar estas
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diferencias en Allium cepa y establecer el patrón de variaciones de cada componente
morfológico a lo largo de la intcriaxc
I, Cuantificación del tamaño de los nucléolos en las distintas etapas de la
interfase
Para atribuir rangos a parámetros objetivos que nos permitan establecer las
diferencias entre los nucléolos en distintas tt.ipas de la intcrfasc. lo pnmero que
realizamos fue la medición del tamaño de éstos. En concreto, se midió el área en
sección del nucléolo sobre micrografías obtenidas al microscopio electrónico de cortes
ultrafinos. Por una parte, se midieron nucléolos pertenecientes a células diferenciadas
para la valoración del tamaño del nucléolo en células paradas en GQ; respecto de las
células en ciclo, para los núcleos en G l , S y G2 se tomaron muestras sincronizadas con
hidroxiurea de modo similar a las utilizadas en las secciones precedentes Se
cuantificaron las áreas pertenecientes a 15 muestras para cada fase. Para CK) se obiu\n
un área de 1.6 (±0.3) pm : de media, para Gl 2.311 (±0,48) um :, para S de 2.2« (±3,8)
jim2 y para G2 3.38 (±0.69) nm :. Para analizar las diferencias entre los nucléolos
pertenecientes a las distintas fases se rcali/ó una prueba T de Studcnt. Las diferencias
encontradas entre G0 y Gl fueron altamente significativas, entre Gl y S no se
encontraron diferencias y entre S y G2 también fueron altamente significativas (figura
23).
figura 2$.- Diagrama de
barras en el que se
muestran los tamaños
medios de los nucléolos en
las diferentes etapas de la
interfase, el error estándar
de la media y el grado de
significación de las
diferencias entre etapas.
En abscisas se expresan
las etapas de la interfase.
en ordenadas las áreas en
um2.
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2. Distr ibución de los componentes subnuclcolaros en las diferentes etapas
de la interfase
Para conocer la dinámica de los componente* que forman el nucléolo a lo largo
de la interfase y su importancia cuantitativa, estos se analizaron partiendo de las 15
muestras por lase que sirvieron para .in.ili/ar las variaciones en cuanto al tamaño,
midiendo las nncrografias obtenidas al microscopio electrónico de cortes ultrafinos.
utilizando el programa "Leica QWin". Las mediciones se analizaron sobre cortes
centrales de los nucléolos, en los que el tamaño estaba próximo a las medidas obtenidas
en la sección precedente.
Los nucléolos en fase GO estaban compuestos por CFD en más de un 85%,
mientras que el CG estaba prácticamente ausente. Los CFs son grandes, heterogéneos >
en número muy bajo; por esta razón están ausentes en un apreciablc número de cortes
(figura 24a).
Los nucléolos en fase G l presentaron dos modelos estructurales, uno con una
vacuola central prominente (figura 25c) y otro sin vacuola (figura 25b). Puede ocumr
que el modelo sin vacuola corresponda en realidad, a cortes de nucléolos vacuolados a
un nivel que no comprenda la vacuola. Además, en algunos casos puede observarse otro
tipo de vacuolas, en un número bajo <1.25 por nucléolo como media) J rociadas a los
CFs. que podrían corresponder a cortes tangenciales o ramificados de la vacuola mayor
El componente mayontarm fue el CIO; los CFs que presentan son pocos, con un
promedio de 4.3 por corte nucleolar, pero grandes y heterogéneos en un 87% de los
casos; suponen un 6.36% del volumen total del nucléolo (figura 24a y b). El escaso CG
que presenta (16.2%) se localizó, en todos los casos, en la periferia del nucléolo,
apareciendo en los cortes como una fina capa.
En la fase S. aunque el tamaño de los nucléolos no fue significativamente
diferente al mostrado en G l . sí aparecieron importantes cambios en cuanto a sus
componentes; el CFD disminuyó con respecto a G l , los CFs disminuyeron en tamaño.
aunque el número no cambió sustancialmentc. y las vacuolas existentes de pequeño
tamaño se encontraron asociadas a CFs. sin presencia de vacuola central. El CG
aumentó, pero con una distribución muy característica, en la periferia del nucléolo
(figura 26a y figura 24c).
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En el caso de nucléolos cu fase G2 también se han detento dos. modelo*, en los
que la presencia de una gran vacuola central vuelve .% ser carácter determinante (figura
26b ye). En este caso se puede descartar que la ausencia de vacuola >c dcha a) nivel de
corte, puesto que la organización estructural es diferente I s plausible, sin embargo, que
el nucléolo vacuolado se origine por reorganización del modelo sin % acuciar, o a parí ir
de él. En ambos casos, el CG pasó a ser el mayontano en detrimento del CFD > se
encontró entremezclado con este por todo el nucléolo. I-I porcentaje de los CF* respecto
al volumen total del nucléolo fue muy similar en ambos casos (2.4 y 2.5). presentando
una media de 13 CFs por nucléolo, de pequeño tamaño: de ¿StOt, el 0,12% MR
heterogéneos. En los dos modelos se encontró ocasionalmente otro segundo tipo de
vacuola, pequeña y asociada a los CFs.
Tanto GI como G2 han mostrado dos organizaciones estructurales basadas en la
presencia o no de vacuola central. En ambos casos, el modelo descrito sin vacuola fue el
mayontano y supone un 78% para G l y un 80% para G2. Además de esta vacuola
central, se muestra otro tipo de vacuola, pequeña y asociada a los CFs.
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'figura 24- Representación gráfica de los valores porcentuales correspondientes a los
diferentes subcomponentes nucleolares en los penodos de la inicrfase. (a) nucléolo en
Gl modelo 1; (b) nucléolo en Gi modelo 2; (c) en fase S: (d) nucléolo en G2
perteneciente al modelo 1; (e) nucléolo en G2 modelo 2. La trama de punios
corresponde al CG, el color gns al CFD, el blanco a los CFs y la trama rayada a las
vacuolas.
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Resultados
3. Distribución in situ de las proteínas NopA 100 y NopAM a lo largo de la
i moríase
Es altamente probable que los cambios en cuanto a la distribución c impffftMW ¡i
relativa de los subcomponcmes nuclcolares observados a lo largo de la micriasc vayan
acompañados de cambios en cuanto a la distribución de las proteínas NopAlOO \
NopA64. Para constatar y cuantificar este hecbo y comprobar los efectos in \uu del
aumento en las proteínas observado en la progresión del ciclo celular, se realizó una
detección inmunocitoquimica de las proteínas a nivel de microscopía electrónica sobre
células en las distintas etapas de ta interfase. En la figura 27 se muestra una comparativa
del marcado de las dos proteínas en G0. G1 y G2.
En nucléolos de células diferenciadas, las dos proteínas presentaron un patrón
similar: se distribuyeron de manera difusa en el CFD. sin una preferencia por una región
determinada. El número de granos de oro. en ambos casos, fue bajo; no obstante, la
NopAlOO presenta una mayor densidad de granos de oro por um : (21+2.3) (figura 2Xa)
que la NopA64 (15+3) (figura 28b).
En el caso de Gl , para la NopA 100. el 13% de los granos de oro se distribuyeron
en tomo a los CFs y el resto de granos, en el CFD de manera clara (figura 2Se).
mientras que la NopA64 presentó el 18% del marcado en los CFs o en sus proximidades
y el resto de la proteína se localizó en el CFD (figura 2Hd>. 1.1 número de granos de oro
por \im2 para la NopAlOO fue de 58 (±6). mientras que para la NopAM era de .^K
(±3,5).
Para la fase G2. el patrón vuelve a repetirse; la NopAlOO se distribuye por el
CFD y el 17% de los granos se localizan en torno a los C Fs (figura 29a). Por su parte, la
cantidad de proteína Nop64 próxima a los CFs. o en ellos es del 22% de los granos
(figura 29b). La cantidad de granos de oro por um2 ha aumentado en comparación con
G0 y Gl , pero este índice es mucho mayor para la NopAlOO (I72±9.4) mientras que
para la NopA64 es de 62 (±4,6) partículas por um2.
200
190
100
50
o , n n
T
1
Figura 27.• Diagrama de barras
de la cantidad de marcado, en
granos de oro. de la NopAlOO y
NopA64 en G0, Gl y G2. Se
muestra la desviación estándar
para cada barra.
G0 100 O0 64 Gl 100 Gl 6* G2 100 G2 64
68
Figura 28.- Localización ultraestructurai de las proteínas NopAlOO (a y c). y NopAM (b >
d), en cortes ultrafinos. de nucléolos en fase GO (a y b) y Gl (c y d). CG: Componente
Granular, CFD: Componente Fibníar Denso, V: Vacuola. Las flechas indican Centros
Fibrilares heterogéneos. La barra de aumentos representa Ipm.
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V.- ANÁLISIS DE PROTEÍNAS SEPARADAS MEDIANTE
ELEC1 ROFORESIS BlDIMr \SIOY\L
En las secciones prcccdcnlcs hemos descrito cómo las proteínas NopAlOO y
NopA64 muestran importantes cambios en dependencia del estad» pmlifcraiivo de la
célula y en cuanto a su abundancia con respecto a las fase* del ciclo celular. Además la
NopAlOO presenta un patrón proteolitico, también dependiente de proliferación y de
progreso en el ciclo. Por otra parle, estudios previos (I>c ( arcer ci ai.. 1997; Medina 0
ai, 2001) mostraron cómo estas proteínas estaban reguladas mediante fosforilación a
través de diferentes quinasas.
Como un paso más hacia adelante, para observar las diferencias que se pudiesen
producir en cuanto a la carga de proteínas de las fracciones solubles e insolublcs de
poblaciones meristemáticas y no meristemáticas atendiendo al peso molecular (pm) y
punto isoeléctrico (pl) de las proteínas, asi como para realizar un estudio detallado de
estas características de la NopAlOO y NopA64. se procedió al análisis de las fracciones
mencionadas anteriormente mediante geles bidimensionalcs (2-D). Western hlot de
estos geles y tinción AgNOR..
1. Análisis de la población meristemática versus no mcnstcniática de la
fracción soluble de los núcleos
El análisis mediante geles nionodimenstonalcs SDS-PAGt mostró diferencias
significativas entre la fracción S2 de núcleos de células menstcmaticas y células
parenquimáticas (ver sección I en estos Resultados). Con objeto de aclarar algunas de
estas diferencias y para determinar la existencia de diferencias bioquímicas adicionales,
como la fosforilación, entre las proteínas en ios diferentes tipos celulares, se analizó esta
fracción mediante geles de electroforesis bidimcnsionales (IEF/SDS-PAGE). El análisis
de geles bidimensionaics consistió en la comparación del patrón de proteínas de cada
muestra, obtenido por triplicado, a partir de células meristemáticas y no menstemáticas
de la raíz. Las proteínas fueron detectadas por el método de la tinción de plata. La
comparación en cuanto al número de spots de proteínas detectadas en ambas muestras,
reveló diferencias significativas. El extracto proteico de células menstemáticas contenia
384 spots (DS ± 6,5). mientras que las muestras no menstemáticas contenían 209 spots
<DS+7,4) (figura 30).
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Resultados
El peso molecular y el punto neo de cada spot de prtxcína detectado en
el 2-1) fueron calculados utilizando cinco proteínas marcadoras que comignron con Ion
extractos de proteínas. En ambos casos, los spots detectados se encontraban en un rango
de peso molecular comprendido entre 130 y 30 kDa. y un rango de punto isoeléctrico de
3-10. La comparación gel a gel y spot a spot de patrones 2-D de poblaciones
mcnstcmálicas y no mcnstcmáiicas mostraron que había un total de 4*4 tpott
individuales que pudieron ser distribuidos en un gel 2-D "virtual" obtenido ñor la
adición de los patrones proteicos obtenidos de las proteínas de los dos tipos celulares
utilizando el programa "PD-Qucsr (figura 31), Los datos mostraron que más de la
mitad de los spots en este gel (255 spots; 55% del total) eran específicos para la muestra
menstemática. mientras que sólo el 17% (80 spots) eran exclusivos del extracto de
células diferenciadas. El resto de los spots (28%) eran idénticos en ambas muestras en
cuanto al peso molecular y el punto isoeléctrico, sin entrar en las variaciones
cuantitativas que se pueden obsenar en los spots comunes, aunque pudiesen mostrar
diferencias en cuanto a la intensidad de la tinción dependiendo del estado proliferativo
de la célula. Esto indica que un considerable número de proteínas nucleares solubles
<presumiblemente RNPs) se expresan en estrecha asociación con la proliferación
celular.
Con el fin de analizar las diferencias en cuanto al pumo isoeléctrico, los tpott
fueron divididos en tres grupos según el rango de pl. llamados ácido (rango 3-5).
ácido/neutro (rango 5.1-7) y neutroKIMCO (7.1-10) (labia I). Isic análisis mostró
importantes diferencias entre las dos muestras, ya que cerca de la mitad de los \p<tt\ del
extracto de células meTÍstemáticas estuvieron distribuidos en los grupos de los
extremos, mientras que la mayoría de los spots de la muestra no menstemática (74.6%)
se localizaron en el rango central (ácido/neutro i
rango pl Merisiemática % No menstemática %
3.0-5,0
5.1-7.0
7.1-10
97
214
73
25.2
55,7
19.1
36
156
17
17.,3
74,6
8,1
Ta6(a 1.- Distribución de los spots detectados en geles bidimensionales de los extractos
solubles de poblaciones celulares meristemáticas y no mcristemáticas, divididos en tres
categorías de acuerdo con el rango de pl.
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Jlgura 31- (a) Gel virtual generado por la combinación de los xpvts
pertenecientes a los geles patrones de las poblaciones merisiemáticas y no
meristemáticas mediante la superposición de ambas muestras utilizando el
programa "PDQuest" (BioRad). En verde se muestran los spttt\ presentes en
ambas muestras, en azul los spot» exclusivos de las muestras no mehstemáttcas, y
en rojo los exclusivos de las muestras meristemáticas. (b) Resultado de los dalos
numéricos de este gel virtual
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Resultado*
1.1- Detección, mediante H .•%/«/•« hlottin^, de itoforma* de la proteina
NopAlOO
a) En la frai\i<>n sniuhU «U poi.i.uion, K rehilan V MU r I <. I eméticas
Se utili/ó el aniícucrpo anti-NopAIOQ para estudiar las características de esta
proteina nuclcolar en células que se están dividiendo activamente y células que no I»1
están (figura 33). Las proteínas separadas por 2-D fueron transferidas a membranas de
PVDF y la NopAlOO se detectó mediante el anticuerpo anti-NopAlOO (figura 33a). El
resultado del Western Mor se superpuso posteriormente con el gcl paralelo teñido con
plata (figura 32a y b). El anticuerpo reveló en las muestras mcristcmáticas un conjunto
de 42 spots, agrupablcs en dos conjuntos, uno formado por 26 spots localizados a un
peso molecular de 100 kDa y otro formado por el resto de spots localizados por debajo
de este nivel. Los spots pertenecientes al primer conjunto aparecieron distribuidos en un
rango de punto isoeléctrico de 4,3 a 6,6 y divididos claramente en dos regiones, una
localizada en la región más acida del rango, formando un "tren de proteínas", y un
segundo grupo en la parte más neutra del gel, formado por spots individuales bien
definidos (figura 32b). Los spots por debajo de los 100 kDa se encuentran distribuidos
entre 90 y 45 kDa, y en un rango de punto isoeléctrico mucho más corto que los
anteriores, entre 4,9 y 5,8.
b) En la fracción soluble de poblaciones celulares no merlstemafiras
M HtKWrn h¡i>t sobre l;i fricción S2 de células no mcrMi-iii.ilK.iv detecta W
total de 29 spots, los cuales también se pueden agrupar en dos grupos, uno en torno a
100 kDa y otro por debajo de este peso molecular (figura 33b); la superposición del
rern blot con el gel paralelo teñido con plata se muestra en la figura 32c y d. El
grupo de 100 kDa. presenta un rango de pl acortado respecto a las células
menstemáticas (4,8-6,1), y el número de spots detectados es reducido a 8. Al igual que
en el caso anterior, se pueden volver a diferenciar en el nivel de los 100 kDa dos
agrupaciones de spots, una concentrada en tomo al pl de 5 y una segunda en tomo al pl
6 (figura 32d). En todos los casos, los spots eran discretos. Aquellos spftts situados por
debajo de 100 kDa se distribuyen en un rango de peso molecular de 90 a 46 kDa,
aunque el 62% de ellos aparecen en tomo a 60+3 kDa, con un rango de pl de 5,0-6,1.
Estos datos de electroforesis 2-D están de acuerdo con los resultados de geles
SDS-PAGE monodimensionales y sus correspondientes Western blots, en cuanto a que
la NopAlOO es la proteina principal en el extracto S2 en células proliferantes, y a que su
expresión está fuertemente reducida en células no proliferantes.
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figura 32- totalización sobre el patrón de proteínas totales del
soluble de los "spots" reconocíaos por el anticuerpo anti-NopAIOO en
poblaciones mcnslcmálicas (a) y no menstemáheas (c> Se muestran en anillos
rojo* los "spots" reconocidos por el anticuerpo. Las "cajas" en los jjclcs
corresponden a regiones ampliadas en I.i parte superior [os anillos negros
representan los Jos conjuntos en los que se han dividido los "spots" detectados
en torno a 100 kDa. en un rango de pl 4,3-6/> (b> Un total de 26 "spots" wm
identificados, que pueden ser agrupados en dos conjuntos. El conjunto 1 agrupa
los "spots" que forman un "tren de proteínas", mientras que en el conjunto 2 se
incluyen los "spots" hten definidos. Para la muestra no mcristemática, el rango
de pl de los "spots** a 100 kDa se ve estrechado, y el número de "spots"
disminuido <d).
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Tigura 33.- Western
con anticuerpo contra la
NopAIOO en la (noción
soluble de los núcleos de
poblaciones mcmtcmi ticas
(•) y no mcrislcmaiu.i^ ib>
"
ke*ulu<k>s
I J - Detección, nii'diatm »•. w.^/i N,>rnn^. »U la prottinu No|> \f»4
a) En la fracción voluble dv poblaciones celularts nuriMi-mamas
1:1 HVv/trn Wf»/ realizado sobre el extracto soluble de células menstemáticas,
utilizando un anticuerpo contra la proteina NopA64. detectó un total de 26 spots. I)e
estos, 18 coincidieron con spots localizados a 100 kDa y detectados por el anticuerpo
contra la proteina \op\MK). Los 8 restantes, se localizaron a un rango de peso
molecular de 65 a 60 kDa, y de punto isoeléctrico de 4.1 a 5 (figura 34a).
Al igual que sucedía en el Western blat de geles monodimensionalo SDS-
PAGE, la NopA64 reconoce a la NopAlOO a un peso molecular de 100 kDa, a la ve/
que detecta sus polipéptidos específicos en torno a 64 y 6Í kDa.
b) En la fracción soluble de poblaciones celulares no meristemáticas
El anticuerpo contra la proteina NopA64. en Western biot sobre el extracto
soluble de células no meristemáticas. sólo detectó 4 spots, localizados a pesos
moleculares de 62 y 61 kDa, y a un punto isoeléctrico de 5,2. En este caso no detectó
ningún spot localizado a 100 kDa (figura 34b).
Esto vuelve a indicar la escasa importancia cuantitativa de esta proteína en
células no proliferantes, presentando nivele muy bajos.
2. Análisis de la población meristemática versus no meristemática de la
fracción insoluble de los núcleos
Para el estudio de la fracción insoluble de los núcleos se siguió la misma
estrategia que para la fracción soluble. Después de realizarse los geles bidimcnsionales
por triplicado, se tiñeron con tinción de plata y se obtuvieron los patrones para cada una
de las muestras. Se cuantifícó el número de spots presentes en cada muestra, se
analizaron agrupados en rangos de punto isoeléctrico y se estudiaron las isoformas
pertenecientes a las proteínas NopAlOO y NopA64.
La comparación del número de spots de proteínas detectados en cada una de las
muestras proliferante y no proliferante, no revela grandes diferencias. El extracto
proteico de células menstemáticas contenia 88 spots (DS + 6), mientras que las
muestras no meristemáticas presentaron 83 spots (DS + 7) (figura 35).
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Resultados
Al igual que en el caso de la fracción soluble, los extractos proteicos fueron
corridos en las dos dimensiones junto con marcadores de peso molecular y pumo
isoeléctrico para poder determinar estas dos caractcrisitcas de cada yv>/ en el patrón 2-
D. En los dos patrones obtenidos, U>s */*>M detectados se encontraban en un rango de
peto molecular comprendido entre 12<> \ 20 kDa, y un rango de punto isoeléctrico de 5-
10.
Asimismo, los spots de cada muestra fueron divididos en tres grupos bajo el
criterio de punto isoeléctrico: rango 3-5 (ácido), rango 5.1-7 (ácido/neutro) y rango 7,1-
10 i neutro básico) (tabla 2). Bfl esta fracción, tanto las muestras nien si eméticas como
las no meristemáticas presentaron una mayoría de spots en el rango central (5.1-7,0).
aunque fue mayor el número en las muestras no mcnstcmáticas (71%) con respecto a las
meristemáticas (58%),
Los resultados muestran que, para el caso de las fracciones ¿nsolubles de los
núcleos, las diferencias entre células proliferantes y no proliferantes no son Un grandes
en cuanto al número de spots y distribución de los mismos según peso molecular y
punto isoeléctrico, que para el caso de las fracciones solubles de las mismas
poblaciones.
rango pt Mcnstcmáttca % No menstemática %
12
71
17
3.0-5.0
5.1-7,0
7.1-10
23
51
14
26
58
16
10
59
14
laBía 2,- Distribución de los spots detectados en geles bidimensionalcs de los extractos
i nsolubles de poblaciones celulares meristemáticas y no meristemáticas. Se dividen en
tres categorías, de acuerdo con el rango de pl.
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Resultados
2.1- Heuem btot de I.I pmu m.t \«.p \ loo vobre células merktrmáticas \ no
iiuMNtim.itu.js ni IJ fracción insoluhle de los núcleos
El Western hloi con c) anticuerpo contra la NopA 100 en la fracción insolublc de
los núcleos de células proliferantes detectó un total de 14 sptns. todos ellos localizados
en rangos estrechos de peso molecular y punto isoeléctrico. Dos de los spots se
localizaron a pesos moleculares próximos a 100 kDa y pl de 5,6 y 5,7, mientras que el
resto de los spots lo hacia en pesos moleculares comprendidos entre 52 y 63 kl)a y un
rango de pl de 4,8 a 6 (figura 36).
Para el caso de poblaciones no proliferantes tas variaciones son pocas. En tomo
a 100 kDa no se detecta ningún spot, quizá debido a que la concentración de esta
proteina no sea suficiente como para ser detectada mediante esta técnica. Sí se localizan
12 spots por debajo de este peso molecular, en torno a 58 y 63 kDa y pl de 5.0-5,8, es
decir, presentando rangos más estrechos que para el caso de poblaciones
menstemáticas.
2.2- Western bíot de la proteina \op. \64 sobre células nuristemáticas y no
menstemáticas en la fracción ¡nsolubk- de los núcleos
II it'í'Mirn blof de la fracción insolublc de los núcleos utilizando el anticuerpo
contra la NopA64, tanto en extractos proteicos procedentes de núcleos de células
mcristemáticas como no menstemáticas tiene como resultado un patrón muy parecido.
f n ambos casos no se detecta ningún spot a la altura de l<><> kl)a. y todos los spots se
encuentran en rangos muy estrechos de peso molecular y punto isoeléctrico. Para las
proteínas procedentes de extractos de células menstemáticas, el número de tpoto
detectados fueron 7, comprendidos en rangos de peso molecular de 53 y 63, y de pl de
4,9 a 5,7. En el caso de los extractos de proteínas procedentes de células no
menstemáticas el número de spots fue de 10, distribuidos en rangos de peso molecular
de 56-63 kDa y punto isoeléctrico de 4,8-5.8 (figura 37).
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3. Determinación de la fosforilación, en gclcs tridimensionales, de la
NopA 100 en la fracción soluble de los núcleos
Numerosos indicios apuntan a que la gran variedad de i so formas kxalinHJlS
medíanle Westem btotting. detectadas en gclcs bidimcnstonalcs en tomo a los 100 M>a
de la proteina NopA 100 en la fracción soluble de los núcleos (extracta S2>. son
producto de tos diferentes estados de fosforilación que sufre la protcma como
modificación postraduccional y mecanismo de regulación. Para comprobar la veracidad
de esta hipótesis, el extracto S2 de células mcnsictnáttcas fue tratado con fosfaiasa
alcalina para desfosfonlar in vitro las proteínas, analizando posteriormente el extracto
resultante mediante 2-D y Western blutting con anti-NopAlOO. Como se muestra en la
figura 38. los spots de la NopA 100 fueron menos heterogéneos después del tratamiento.
presentando menos spots que en el control de células proliferantes. Además, se observó
un claro desplazamiento de estos hacia la región neutra-básica. Eslos dalos demuestran
que los spots de la NopA 100 de la región más acida corresponden a variaciones de la
proteina fosforílada (distintos grados de fosforilación). Cuando Ja fosfataba alcalina fue
omitida de la incubación, el patrón de proteinas de la NopA 100 fue indistinguible de los
obtenidos en el momento de partida.
4. Determinación del punto isoeléctrico de las proteinas Ag-NOR de los
Wuttm hlnt de 2-D
Los extractos de proteínas de la fracción soluble de los núcleos de células
meristemáticas fueron separados por geles de electroforesis 2-D y las proteinas
transferidas a membrana PVDF y teñidas mediante la tinción con plata selectiva de
proteinas asociadas a la Región del Organizador Nucleolar (ÑOR) (AgNOR) (figura
39). Este AgNOR revela las mismas proteinas que aparecen teñidas en el experimento
monodimensional. añadiendo información complementaria.
Se detectaron cuatro proteínas principales, a 120. 100, 64 y 43 kDa. El rango del
pl de la proteina de 100 kDa se localizó entre 4,3 y 6,0 y correspondió a la serie de spots
de proteinas detectado mediante Western hiotting con el anticuerpo contra la NopA 100.
El mismo Western btot, correspondiente al SDS-PAGE detectó otra proteína a 120 kDa
y, correlativamente, la tinción Ag-NOR sobre membranas 2-D detectó una proteína a la
misma masa molecular y con un pl de 5,1. Además, también se detectó mediante esta
tinción la NopA64 con un pl de 4.3 y 4,9. Una proteína al mismo nivel de 64 kDa
Retaliado*
también fue detectada después de la tinción Ag-NOR de células de mamífero» en
Western bfot monodimcnsionales Mediante esta tinción también se detecto un conjunto
de spots en torno a 43 kDa con un rango de pl de 4,9-5.1. y un segundo grupo a 42 kl)a
con rango de pl 4,3-4.9. Este grupo de tpots podrían corresponder con el homólogo, en
cebolla, de la proteína nucleolar B23 de mamíferos (Rousscl y Hernández-Vcrdun.
1994).
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'figura JA- (a) Detección, mediante
Western hltHting. de la NopAlOO a la
altura de 100 kl)a de peso molecular, en
la fracción soluble de lo> núcleos de
células proliferante (b) (icl
corrcspondicnlc al IVcstcm bias anterior.
teñido con nitrato de piala; y los
conjuntos en los que se agrupan los
"spots"; y el rango de pl entre los que se
encuentran, (c) Westetn h¡(ttttng
después del tratamiento con la fosfalasa
alcalina
p.m.
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Tigura 39.- Deteción de las proteínas AgNOR después del gel 2-D y la
transferencia a membranas, de la fracción soluble de los núcleos de células
meristemáticas 87
Rebultados
VI.- ESTUDIO PEFIÍDICO Y ANÁLISIS DE LA SECUENCIA DE
AMINOÁCIDOS DI". LA NopAlOO
l a NopAlOO presenta unas características fisico-quimicas muy parecidas • la
nuclcolina de mamíferos, que junto con otras similitudes, como su distribución
nuclcolar. su dependencia del estado prolifcralivo de la célula y los mecanismos de
modificación postraduccional que sufre a lo largo de la intcrfa.se. hacen pensar que se
pudiese tratar de la proteina semejante a nuclcoltna en cebolla.
Para buscar las posibles similitudes que pudiesen existir entre esta proteina, la
nucleolina y las proteínas semejantes a nucteolina de otras especies, se procedió al
análisis peptídico y de secuencias parciales de aminoácidos de la NopA 100 y un estudio
comparativo con las secuencias en cuestión.
1. Análisis peptídico de la proteína NopAlOO
Para la realización del estudio peptidico se partió de un gel bidimensional de
proteínas solubles de células meristemáticas. Después de su tinción con plata
compatible con espectrometria de masas (figura 40a), se eligieron los spots adecuados
para la obtención de su huella pepttdica (figura 40b). Los mapas peptídicos obtenidos de
los diferentes spots se pueden considerar idénticos (figura 40c, d y e). con unas
semejan/.is del f>5% tic los pcptidos,, tratándose de diferentes ísnformas de la misma
proteina. Mediante los motores de búsqueda Mascol, Profound, se buscaron en las bases
de datos de proteínas mapas peptidicos semejantes a los obtenidos por nosotros, pero no
se encontró ninguno con suficiente semejanza.
2. Obtención de secuencias de aminoácidos de la NopAlOO y de las
secuencias de nucleolina y proteínas semejantes a nucleolina en las bases
de datos
La obtención de estas secuencias fue abordada siguiendo diferentes estrategias.
Mediante la reacción de Edman se obtuvo el extremo N-terminal de la proteína y. a
través de espectrometria de masas, se analizaron secuencias internas de pcptidos
obtenidos mediante la digestión de la proteina por tripsina. Por último, mediante el
programa De Novox, se obtuvo la secuencia de otros péptidos a partir de espectros de
fragmentación obtenidos por PM/UL Los pcptidos analizados mediante las distintas
estrategias se representan en la tabla 3.
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Secuencia del
péptido
AKJQKNAOXPK
KNEVEEERLK
MTNSNYYPSKK
YWMDDECK
LPYPWSNK
THRDYTTK
Técnica de
obtención
1 diñan
MS/MS
DcNovoX
DeNovoX
DcNovoX
MS/MS
Resultado»
% identidad con
nuclcohna
63,6
50
37,37
55,6
Sin resultado
Sin resultado
'TaSCa 3.- Relación de las secuencias de pépiidos de la NopAlOO indicando la técnica
mediante la cual se han obtenido, y el porcentaje de identidad que presenta cada ncptido
al ser alineado con la secuencia de aminoácidos de la nucleolina humana.
Por otra parte, para obtener las secuencias de aminoácidos de las proteínas
descritas como nucleolina o semejantes a nucleolinas se realizó la búsqueda en las bases
de datos de proteínas Swiss-Prot y TrEMBL. Se eligieron las proteínas de las que se
disponía de las secuencias completas y se descartaron aquellas de las que sólo se tenía
conocimiento de secuencias parciales. Se obtuvieron un total de 15 secuencias
pertenecientes a una gran variedad de organismos. Todos ellos eran encanólas
repartidos en distintos grupos: cordados (Homo sapiens, Mcsocricems auratus. Mus
mu.vcuius, Rattus norvegiem, GaUus gallus. Cypnnus carpió, XtnaptU ¡aevis) un
procordado {Ciona intestinalis), levaduras (Saccharomyces cere\isiae.
Schizosaccharomyces pombe). plantas {Arabidopsis thaiiana. Afedicago sativa, Pisum
satn-um. Nicotiattú tabacum) y un protozoo (Tetrahymena thermophila) (tabla 4).
3. Estudio del extremo N-terminal de la NopAlOO y análisis comparativo
con otras proteínas
La secuencia de aminoácidos de la banda de 100 kDa obtenida mediante la
degradación de Edman fue lanzada contra la secuencia completa de la nucleolina de
humanos, con número de identificación P19338 en la base de datos de proteínas Swiss-
Prot/TrEMBL. mediante los programas de alineamiento LALIGN o SIM. El péptido
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'Figura 41.' Representación esquemática del alineamiento del péptido obtenido
mediante la degradación de Edman a partir de la NopAlOO con diferentes organismos
(a) Alineamiento, mediante el programa "lalign" con la secuencia de la proteina
NucMsl de alfalfa (b) Con nucleolina de Arabidopsis. (c) Con la proteina Nsrl de S
cerevisiae, el mediante el programa "SIM". y mediante el programa "lalign" (c 2). (d)
Alineamiento con la nucleolina humana, mediante el programa "SIM" (d 1) y mediante
el programa lalign (d 2). En todos los casos se muestran los porcentajes de identidad.
Los asteriscos y ios dos puntos representan la identidad total, y el punto la posible
similitud.
reconoció una secuencia localizada en el extremo N-terminal de la nucleolina. con un
porcentaje de identidad del 63.6% (figura 4Id). Esta misma estrategia fue seguida con
las secuencias de la NucMsl de alfalfa (Q40363), NSRI de levaduras (P27476) y la
similar a nucleolina de Arabidopsis (Q9LIH8) (figura 41a, b, c). Para la alfalfa el
porcentaje de identidad fue del 50% y reconoció un péptido situado en la región interna
de la proteína. Para Arabidopsis, el porcentaje de identidad fue de 45,5%, y al igual que
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en alfalfa, el péptido reconocido \c Mtuó en una región interna. Para el caso de la
levadura, la identidad fue del 45.5% y en este casó si reconoció una secuencia del
extremo N terminal.
La secuencia de aminoácidos tic la núcleo lina humana recontada pot el pcptido
de cebolla fue lanzada contra las secuencias completas de las proteínas de alfalfa,
levadura y Arahidopsis. En los tres casos, este pcptido. reconoce las mismas secuencias
que anteriormente había reconocido el pcptido de cebolla, l n el caso de la levadura el
porcentaje de identidad es del 45.5%. para la alfalfa es del 5H.3% y en el de Arabtdopsis
es del 36.4%.
Como controles de identidad, el pcptido obtenido por Edman fue lan/ado. de
manera aleatoria, contra proteínas de localización nuclear. A32A Humana (P39687),
NSP1 Ycast (P14907) de levaduras y proteina RAN 1 de Arahidopsis (P4I916). En los
tres casos el porcentaje de identidad fue del 27%.
Estos resultados de homología apuntan a que la proteína de 100 kDa. NopAIOQ,
podría ser la homologa de la nucleolina de humanos, y de las proteínas semejantes a
nucleolina.
t
4. Análisis de identidad de las secuencias parciales e internas de la
NopAlOO con proteínas semejantes a nucleolina
Para el análisis de los pcptulos obtenidos mediante espectrometría de masas se
siguió la misma estrategia que la utilizada para el pcptido resultado de la degradación de
Edman.
La secuencia obtenida por espectrometría de masas, KNEVEEERLK. dio un
50% de identidad con la nucleolina humana, de levadura y de alfalfa (figura 42a).
Para el péptido MTNSNYYPSKK. obtenido por espectrometría y utilizando el
programa DeNovoX, para humanos y alfalfa el porcentaje de identidad es del 37,37%
para ambos casos (figura 42b).
Para el péptido YVVMDDECK, el porcentaje de identidad fue del 55.6 para
humano. 44,4 para levadura y alfalfa (figura 42c).
Para dos de los péptidos obtenidos mediante espectrometría de masas, no se
encontraron identidades relevantes con las secuencias de las otras proteínas. Con las
otras cuatro secuencias se encontraron homologías comprendidas entre el 63,6 y el 37%.
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Humano:
50% de identidad
2 6 4 EEEEEEEPVK
1 KNEVEEERLK
> * • • •
2 7 0
EEEEEEEPVK
* -•
KNEVEEERLK
a
Humano:
37,37% de identidad
S70
SPNARSQPSKT
MTNSNYYPSKk
b
Humano:
55.6% de identidad
4 0 1 YKVTQDELK
1 YVVMDDECK
• • • * *
410
NLPYKVTQDELKEVF
YWMDDECK
C
1 x\adiara:
SO% de identidad
160 KNEETEEPAT
1 KNEVEEERLK
160 170
KNEETEEPAT
• * • i *
p * • • •
KNEVEEERLK
Levadura):
37¿7% de identidad
320
VQFSNHEDAKK
MTNSNYYPSKK
Levada ras:
44.4% de identidad
2 1 1 YGYVDFEHK
1 YVVMDDECK
* * » a
210 2 2 0
SRGYGYVDFENKSYA
TWMDDECK
Airalía:
Mm<fc*«*d
332 EEESEDEPLK
1 KNEVEEERLK
• » • » •
340
EEESEDEPLK
KNEVEEERLK
Alfalía:
3 7 J 7 S de identidad
470
NNNSNYSAQSG
MTNSNYYPSKK
Alfalfa:
44.4% de identidad
5 4 8 YQLSVDEAK
1 YWMDDf
* • • *
550
LDGYQLSVDEAKPRD
i • • • 2
YWMDDECK
Tigum 42- Se muestran los alineamientos de los peptidos obtenidos
mcdiantt.1 espectrometría de masas con las secuencias de las proteínas
humana, de levadura y de alfalfa. Los alineamientos expresados con
asteriscos fueron obtenidos mediante el programa "S1M*\ y los
expresados con puntos, con el programa lalign. (a) Alineamiento del
péptido KNEVEEERLK; (b) alineamiento con el péptido
MTNSNYYPSKK; (c) alineamiento con el péptido YVVMDDECK.
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Vil.- ANÁLISIS DE HOMOLOGÍAS ENTRE LAS DISTINTAS
PRO I I | N \ S M ( I M ) I I \ U si MI I W I I s \ M ( I I Ol IN \ N
SI ESTRl ( T | - R \ KN DOMINIOS
Actualmente se caMM la organización estructural de la nuclcolma de mamíferos
y las secuencias que son responsables de algunos de ¡os dominios funcionales de
proteínas semejantes a nuclcolma. Con cMos dalos y con el alineamiento de secuencias.
podríamos obtener la organización estructural y funcional en la estructura pnmana de
cada proteina. asi como dilucidar el grado de identidad entre las proteínas
presumiblemente homólogos. Por consiguiente, hemos analizado las diferentes
proteínas agrupadas, primeramente, por grupos taxonómicos.
1. Análisis entre mamíferos
Para conocer el grado de similitud existente entre las proteínas sccucnciadas en
distintas especies (rata, ratón, hámster y humano) se realizó un alineamiento de las
secuencias. Para el análisis de la afinidad de las secuencias se utilizó el programa
"Clustal- W". El alineamiento de las secuencias de estas proteínas mostró una identidad
total del 77,1%, un 10.62% de alta identidad, un 4,97% de débil identidad y unas
diferencias del 7% (figura 43a i E Mos datos reflejan la existencia de una gran homología
entre las distintas proteínas y lo conservada que se encuentra entre organismos.
El alineamiento de las cuatro proteínas nos ha permitido establecer la estructura
modular en tres dominios funcionales como había sido desento para la nuclcolma de
mamíferos (Lapeyre el al.. 1987). En el dominio amino terminal se localizan cuatro
unidades caracterizadas, por contener residuos de serina con grupos ácidos (Asp y Glu)
(Ac/Ser). En los cuatro caso, la señal de localización nuclear (SI Ni se sitúa a
continuación de este dominio, seguida de las cuatro regiones de unión a RNA y en el
extremo carboxi terminal, el dominio GAR. Esto ha permitido el diserto de un modelo
estructural común a las cuatro proteínas en el que se representa la local ización y tamaño
de cada módulo (figura 43b).
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'figura 43.- (a) Representación de la alineación de las secuencias de aminoácidos de la
proteína de algunos mamíferos: rata {Rattus nnrve^wus), ratón (Mu* mmtculut\. ham^icr
(MfSOCricttm auratus) y humano (ffonu) sapiens). Los asteriscos representan la
identidad entre los aminoácidos, que se muestran en rojo, los do* puntos indican los
aminoácidos conservados, y se representan en verde, y cl punto muestra los
aminoácidos semiconservados. en color a¿ul; los que no muestran ninguna identidad se
representan en negro. Los dominios están representados por cajas, en verde claro, las
cuatro secuencias acidas, alternadas con secuencias básicas, seguidas, en azul, de la
señal bipartita de localización nuclear: en marrón claro, las cuatro regiones de unión a
RNA, y el último dominio, en amarillo, la región GAR Hl alineamiento se realizó
mediante el programa CLUSTALW (Thompson et al.. 1994) disponible en el servidor
NPS@ (Network Protein Sequence @nalysis) (Combet et ai, 2000) con URL
http://npsa-pbil.ibcp.fr/ que es la parte dedicada al análisis de proteínas del PBIL
(Póle Bio-lnformattque Lyonnais) disponible en la I Kl. http://pbil.univ-honl.fr/
(b> Representación esquemática, por dominios, de la secuencia de aminoácidos. La
barra calibrada representa el número de aminoácidos.
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La organización estructural de la nueleolina humana en dominios funcionales, e*
b»en conocida (La Fierre tí a/.. 1987; üinisty et al.. 1999; Medina y (km/ i le / -
Camacbo. 2003) Sin embargo, existen ContrauVc iones mando se trata de situar la
secuencia de locali/ación nuclear (SLN) en la estructura general de la proicina en las
distintas especies (Lcger-Silvestre tí al., 1997; Ginisty el al.. 1999). En el alineamiento
múltiple obtenido anteriormente se buscó la secuencia de locah/acion nuclear devinta
para la nueleolina humana (Srtvastava. I9K9) y se la comparó con las secuencias del
resto de los organismos alineados. Las secuencias reconocidas resultaron ser idénticas a
la humana en cuanto a la señal bipartita, mientras que la secuencia espadadora mostró
ligeras variaciones (figura 44). Esta señal está formada por cuatro aminoácidos (tres
Usinas y una arginina). una secuencia espadadora constituida por 11 aminoácidos, y una
segunda secuencia breve de otros 4 aminoácidos (tres Usinas y una glutamina).
R.
M.
M
H.
norvegicus
musculus
auratus
sapiens
282
280
279
278
KRKKEMTKOKEAPEAKKOK
KRKKEMTKOKI API AKKOK
KRKKf MTKQKEVPEAKKOK
KRKKfcMAKOKAAPEAKKOK
- *
300
298
297
296<Srivastava. 1989)
'Figura 44.- Secuencias de la estructura bipartita de locali/ación nuclear de la proteina
nueleolina pertenecientes a cuatro mamíferos, Los números indican la posición del
primer y último aminoácido de cada secuencia. Los asteriscos muestran los aminoácidos
que presentan identidad, los dos puntos, aminoácidos conservados y el punto los
semiconservados. los que presentan diferencias absolutas se muestran sin representación
simbólica. Los aminoácidos subrayados son aquellos que forman parte de la estructura
bipartita y los no subrayados pertenecen a la secuencia espadadora.
2. Análisis con el resto de cordados y el protozoo
La nueleolina de mamíferos responde al esquema descrito para humanos. Esta
conclusión se obtiene de los resultados de similitud, que muestran un porcentaje de
identidad del 93%. No obstante, al comparar las nucleolinas de mamíferos con el resto
de proteínas semejantes a nueleolina en otros vertebrados, no está clara ni la identidad
ni la estructura exacta, aunque su organización en tres dominios siempre se mantiene.
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Como en el caso anterior, se procedió a rcah/ar el alineamiento de las.
secuencias de aminoácidos de todos los vertebrado* disponibles y la loe a 11/ación >
esquema ti/ación de los dominios basado en los dominios ya conocido* de la nucleolma
de mamíferos. Los resultados de cMc análisis muestran que el dominio (iAR, las
regiones de unión a RNA y la secuencia de locali/.u u»n nuclear (SLN) prácticamente no
contienen variaciones en cuanto a MJ situación dentro de la estructura pnmana de la
proteina. Es el dominio animo terminal el que sufre algunas modificaciones, i-1 gallo
mantiene el mismo esquema que los mamíferos, a diferencia de la carpa y el anfibio, l'n
la carpa se localizaron seis secuencias Ac Ser: cuatro de ellas son idénticas a las de los
modelos anteriores y las dos nuevas se intercalan entre la primera y la segunda
correspondientes al modelo de mamíferos. En el caso de Xenopus. sólo presenta una
secuencia añadida al modelo de mamíferos, también situada entre la primera y la
segunda de este modelo, y que se alinea con la segunda añadida de carpa (figura 45)
La SLN descrita para el gallo (Schmidt-Zachmann y Nigg. 1993) se alinea con la
de la proteina humana, y con las propuestas para el resto de los mamíferos. Este
alineamiento nos permite predecir estas secuencias para la carpa y Xenopus. En ambos
casos se trata de una estructura bipartita, en la que los cuatro primeros aminoácidos del
anfibio son idénticos al resto de vertebrados, la región separadora contiene dos menos
que en mamíferos, y de los cuatro últimos aminoácidos, la glutamina de mamíferos
c.imbia por una treonina. l-n la carpa se mantiene el número de aminoácidos totales de
la estructura, aunque lambicn cambia ligeramente su composición: de los cuatro
primeros, el último cambra una Iisina por una alamna. y de los cuatro últimos, cambia
una glutamina por una alanina (figura 46).
Siguiendo la misma estrategia para la ascidia y el protozoo, se observaron
cambios más profundos. EB protozoo no presenta ni el dominio GAR. ni la SLN y el
dominio central sólo está formado por dos secuencias de unión a RNA. El dominio
amino terminal mantiene las cuatro regiones Ac/Scr que contiene la nuclcolina de
mamíferos, a las que se le suman tres secuencias más. La ascidia contiene dos regiones
GAR. una de ellas situada cutre las dos regiones de unión a RNA que forman el
dominio central. La secuencia de locali/ación nuclear se sitúa entre el dominio central y
el amino terminal y mantiene la estructura bipartita de todos los casos vistos hasta el
momento (figura 45). De los cuatro primeros aminoácidos que forman la SLN. al igual
que en la carpa, cambia una lisina por una alanina, con respecto a los vertebrados: y en
la segunda parte de la estructura bipartita, cambia el tercer aminoácido, una glutamina
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Resultado*
por una alanina (figura 46). En cuanto al dominio N-terminal. está formado por das.
regiones Ac/Ser. de los que la primera se alinea con la segunda de \cricht.uiov > l.i
contiene la suma üc los secuencias tercera y cuarta de vertebrados (figura 45)
C carpió 245 KRJCAEA K Kl Kí» I IM'AKKAK 263
XlBffVÉ 105 K K K K I M I ' k l I • • ITAKKJ k 221
Ggalius 253 KRKKEMA N KS A PEAKKKK 270 <s<hm.dr
• • - •
C.wtestmalis 166 K Rk ATETE EVATKKVK 181
46.- Secuencias de la estructura bipartita de localización nuclear de la proteína
nucleolina pertenecientes a tres cordados y un procordado. Los números indican la
posición del primer y último aminoácido de cada secuencia. Los asteriscos muestran los
aminoácidos que presentan identidad absoluta. Los aminoácidos subrayados son
aquellos que forman parte de la estructura bipartita, y los no subrayados pertenecen a la
secuencia espaciadora.
3. Análisis de homologías entre las distintas proteínas semejantes a
nucleolina de plantas y su estructura en dominios
De manera semejante a los casos anteriores, se ha analizado la estructura de las
proteínas semejantes a nucleolina en plantas Para ello, basándonos en la predicción de
dominios, hemos diseñado un esquema para cada proteina. en el que se ha identificado
cada dominio y sobre el cuai se ha realizado la comparación y obtención de datos. Se
utilizaron dos estrategias básicas para la predicción: la primera esta fundamentada en la
identidad existente entre las distintas proteínas y la segunda en la localización de la
secuencia de los dominios a partir de dominios conocidos en otras proteínas y
depositados en bases de datos (SMM. PDB).
Al igual que en los casos anteriores se realizó el alineamiento de las secuencias
de las proteínas conocidas (figura 47). El resultado entre el guisante, la alfalfa y el
tabaco fue de una identidad absoluta del 39%, un 29% de similitud y unas diferencias
del 32%. Al introducir Arabidopsis en el alineamiento, las diferencias aumentaban hasta
el 47,7%. mientras que si sólo alineamos alfalfa y guisante (especies de la misma
familia), las diferencias son del 17%.
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Resultados
En plantas el esquema cambia róncelo de lo que ocurre en anímale» I a
secuencia de localización nuclear no se sitúa entre el dominio N-tcrmmal > i terminal,
sino que lo hace al comí en/o de la secuencia de la proicína. en el extremo ¡mimo
terminal, en una posición anterior a las secuencias repetidas de -V Ser I 1 dominio
CAR se sigue localizando en el extremo (.'-terminal y. aunque en general permanece
bástanle conservado, se muestra muy modificado para el caso de AnMdoptís II
dominio central está formado por dos regiones de unión a RNA en todos los casos,
mientras que en animales el número asciende a cuatro. El dominio N-tcrminal. al igual
que ocurría en animales, resulla ser el más variable entre las plantas. No obstante, el
número de unidades Ac Ser es siempre mayor que en animales, y va de las siete en
guisante, a las 9 de alfalfa y Arabidopsis < figura 48).
La SLN, al igual que sucedía en los animales, está formada por una estructura
bipartita y una región espadadora. Esta señal fue descrita para la alfalfa por Tong ct ai.
(1997). Después de realizar el alineamiento pudimos deducir la correspondiente al
guisante, tabaco y Arabidopsis. En los cuatro casos, la estructura bipartita es
exactamente igual, mientras que la secuencia espadadora, en estos casos es altamente
variable (figura 49).
l¿JO*h« 26 KKüKRUM I I V KAV S AKKUK 45
P. sativum 26 KKGKROA1 I I I KKV S AKKQK 45< Tongetaí. 1997»
V uibacum 24 KKüKRH AGEF. I E K I MS AKKQK 44
A, (haliana 6 KKGKRDAEE DLDMQV - TKKQK 26
* • * • • - • • • • . * • * *
figura 49.- Secuencias de la estructura bipartita de locaiización nuclear de las proteínas
semejantes a nucleolína pertenecientes a cuatro plantas. Los números indican la
posición del primer y último aminoácido de cada secuencia. Los asteriscos muestran los
aminoácidos que presentan identidad absoluta. los dos puntos aminoácidos conservados
y el punto los semiconservados. Los que presentan diferencias absolutas se muestran sin
representación simbólica. Los aminoácidos subrayados son aquellos que forman parte
de la estructura bipartita y los no subrayados pertenecen a la secuencia espadadora. El
guión, en la secuencia de aminoácidos representa la falta de alguno de ellos con
respecto a otra secuencia.
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SO.- Resultados obtenidos a partir de las secuencias de las levaduras Sarrhammyces
cerevisiae y Schtzosaccharomycex pombe. ia) Alineamiento de las secuencias (b) fOrganización
en dominios, en la estructura priman a de las proteínas: en verde las secuencias Ac/Ser. en azul la
señal de localización nuclear, en marran las secuencias de unión a RNA y en amarillo el dominio
GAR. Las secuencias de aminoácidos que no pertenecen a ninguno de estos dominios se
muestran en negro: la barra horizontal numerada muestra las distancias en aminoácidos (c)
Secuencias alineadas de la región de locali/ación nuclear Los aminoácidos subrayados forman
la estructura bipartita, o monopartita. de la secuencia, los asteriscos y los puntos muestran el
grado de similitud entre aminoácidos de las distintas secuencias y los números indican los
aminoácidos entre los que están comprendidas las secuencia
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4. Análisis de secuencias para tas levaduras
El alineamiento de las nucleoliiuu conocidas de levaduras resulto en una
identidad del 44% y unas diferencias del 32.3% (figura 50a). Tras la búsqueda de
dominios se observó que el dominio GAR ambas lo conservan; tienen dos regiones de
unión a RNA en el dominio central y. en el dominio amino terminal. .S <</•<! iw</< posee
tres secuencias Ac/Ser y S, pomhe cuatro (figura 50b). La SLN de S eerc\tsiac fue
descrita por Lee ct aL. (1991).
La estructura primaria de gar2. la proteína semejante a nuclcolina en 5 pomhc.
ha sido bien estudiada (Gulli et al.. 1995. 1997; Leger-Silvestre et ai.. 1997) y mantiene
la estructura típica vista hasta el momento, aunque estas descripciones añaden un
dominio básico al extremo N-terminal y también lo proponen para la proteina NSR1.
Con respecto a la SLN. en este caso la situación es confusa. Léger-Silvcstrc tí al..
(1997). dan por sentado la existencia de una señal bipartita Localizada entre la última
secuencia DE/S y el primer RBD: además, después de la construcción de una proteina
de fusión que no contenia esta región y sólo estaba formada por el extremo N-tcrminal
de la gar2 hrpotetizan sobre la existencia de algún motivo no identificado en la
secuencia de esta construcción que seria suficiente no sólo para la locali/ación nuclear.
sino también nuclcolar. Es interesante constatar que esta proteína de fusión carece de
región GAR, que se ha propuesto como involucrada en la locali/acion nuclcolar de la
proteina. No obstante, al realizar el alineamiento entre S. cerevisiae y S pr>mbc, los
cuatro primeros aminoácidos de la estructura de la SLN de .5". Ottevisiae son idénticos a
los de S. pombe. mientras que la secuencia espadadora y la segunda parte de la
estructura bipartita no aparecen en S pombe, encontrándose la secuencia profundamente
modificada (figura 50c). y no existe ninguna secuencia potencial de localización nuclear
más allá de ésta. Esto podría indicar, en el supuesto de que esta secuencia sea la
responsable, la existencia de una señal de localización nuclear monopartita para el caso
de S. pombe. y nunca bipartita. A falta de datos experimentales, el estudio detallado de
la secuencia de aminoácidos basados en secuencias conocidas, muestra la existencia de
una sene de secuencias en el dominio N-terminal. que podrían ser responsables de su
localización nuclear.
inr.
3KKDK6
52 KKSK 55
72 KKQK 75
75 KKSK 7g
52 KKJSKKEAKRASSPEPSKKSVKJ£Q£ 75
4.- Secuencias de aminoácidos en .V. pombe potenciales de locali/ación nuclear.
En la estructura bipartita, la secuencia KKQK es compartida por
mamíferos y NSRI. En cualquier caso, cualquiera de estas secuencias son candi da las a
ser la SLN y se encuentran en el extremo N-tcrminal, formando parte del mutante
construido por Léger-Silvestrc et al., (1997).
5. Análisis filogenético de la nuclcolma y proteínas semejantes a nucleolina
La alta identidad de las distintas proteínas en cuanto a su estructura primaria, la
presencia de los mismos dominios en todas ellas y la misma situación de estos en la
estructura primaría de cada grupo de organismos, hace pensar en la existencia de un
ancestro común a todas ellas, por lo que se trataría de proteínas homologas. Para
comprobar esta hipótesis >c rea I/ó un análisis filogenético de las quince especies de las
que se conoce la secuencia complcia de aminoácidos de sus nuclcolinas,
Para ello se procedió al alineamiento de las secuencias de todas ellas mediante el
programa CLUSTAL-W, que permite el alineamiento múltiple, seguido de la
realización del árbol filogenético y la corrección de las distancias mediante el algoritmo
"Jukes-Cantor Distance
El árbol generado de esta manera se muestra en la figura 51 y emparenta a los
diferentes organismos de la misma manera que, con los conocimientos actuales, se cree
que están relacionados. Es notable que el estudio de una sola proteina produzca una
representación tan exacta de la filogenia de 15 organismos tan diversos como los
mostrados aquí, lo que muestra que las secuencias de aminoácidos de la» proteínas
almacenan una considerable información evolutiva. Esto viene a confirmar la hipótesis
de que todas las proteínas estudiadas aquí proceden de genes descendientes de un gen
ancestral que estaba presente en ta especie originaría de la cual las especies en cuestión
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han evolucionado. Esto hace suponer que las moléculas de la nucleohna wn protdou
que evolucionan lentamente. Organismo» un diferente» como el hombre > las levadura?»
tienen en común una gran proporción de aminoácidos de sus moléculas La
conservación evolutiva de esla proteina hace posible el estudio de las diferencias
genéticas entre organismos que están sólo remotamente e ñiparen lados.
UlllM
Pt amura
tt
Xbrri.
CU*
fLtmrrtfjtm
M.MIBM «J«*
rbiae
'Figura 51:- Árbol fílogenético generado a partir de las secuencias de aminoácidos de
una proteína, la nucleolina. presente en 15 organismos diferentes. El árbol muestra una
agrupación de organismos en sintonía con la organización de los seres vivos, tal como
se propone en la actualidad.
VIH.- LAS PROTEÍNAS NUCLEO1.ARES Y EL CICLO CELULAR
K\ AUSENCIA DE GRAVEDAD
Las células vegetales han sido objeto de una parte considerable de los estudios
de Biología Espacial realizados hasta el momento. Se ha demostrado de manera
inequívoca que la alteración de las condiciones de gravedad de las plantas produce una
significativa reorganización de su patrón de expresión génica (Moseyko et al.. 2002).
Sin embargo, el objetivo de la inmensa mayoría de los experimentos ha sido el análisis
de los gravitropismos de raices y tallos, es decir, los mecanismos que funcionan en la
Tierra para dirigir el crecimiento de las raíces en el sentido de la gravedad y el de los
tallos en sentido opuesto, que. lógicamente, presentan evidentes alteraciones en
ausencia de gravedad (Legue et ai.. 1996; Kiss. 2000). Existen pocos trabajos sobre el
ciclo celular de las células vegetales y su reculación en estas condiciones, y lo cierto es
I0K
que los dalos obtenidos no están totalmente de acuerdo unos con otin» (Kordyum.
1997}
Con estos antecedente! y con estas motivaciones heñios participado en la
"Misión Cervantes" con un experimento, conocido por su acrónimo "Root". conMMcnic
en la germinación de semillas de Arabidopsis en ambiente espacial y la fijación de las
plántulas resultantes para posibilitar el estudio de las células proliferantes de la raí/ por
técnicas microscópicas. El experimento se propone conocer las variaciones inducidas
por la ausencia de gravedad en la tasa de proliferación celular, la morfometría celular,
nuclear y nucleolar, la ultracstructura del núcleo y del nucléolo y la expresión y
distribución de determinadas proteínas nucleoiares. evaluadas con técnicas
inmunoc ttoquimicas.
I. La planificación, preparación y ejecución del experimento "ROOT" en la
"Misión Cervantes"
Para la puesta a punto del experimento se utilizaron dos biocontenedores. Por
cuestiones de segundad relacionadas con el uso de sustancias tóxicas volátiles
(paraformaldchtdo). se tuvo que utilizar una versión monilori/ada de un modelo
preexistente, "Antibio". desarrollado por el grupo de Dr. Gilbcrt Ciasset (GSMBS-
CNES, Toulousc. Francia) Kt.i segunda versión se denomina MAMHA (MtHortied
Ámpoule Breaker Assemhh) y fue desarrollado por Dutch Spacc B.V. Cada MAMBA
contiene dos bolsas de doble pared temióse!ladas denomindas Bcrlingots. Cada una de
estas bolsas contiene un soporte físico para las semillas, en este caso papel de filtro, una
carga de 30 semillas de Arabidopsis y una batería de ampollas que almacenan los
líquidos necesarios para el desarrollo del experimento. Cada ampolla contenia
aproximadamente 30 uL. en unos casos de medio de cultivo, y en otros del fijador
(paraformaIdehido al 6%).
La ruptura de las ampollas se efectúa mediante un motor que es activado desde
el exterior del contenedor. Bl motor mueve unas levas internas que provocan la fractura
de las ampollas y la liberación de los líquidos deseados. La activación del proceso
biológico se consigue tras la ruptura de las ampollas que contiene el medio de cultivo
que será atrapado por el papel de filtro que contienen las semillas. Trascurridos cuatro
dias. se activa de nuevo el motor para producir la ruptura de las ampollas que contienen
el fijador, deteniendo el desarrollo de las plántulas en el momento deseado.
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La energía necesaria para la activación del motor del MAM KA e*
suministrada por una fuente de alimentación especialmente construida para ote fui
Kl experimento así diseñado fue activado por el astronauta espaftol Pedro
Puque en la hstación Kspacial Internacional > las muestras fueron recogidas \
procesadas por nosotros tras el atem/aje. I levándose .i cabo h*s estudios posi \uclo en
nuesim I ahora ton o de Madnd
figura $2.- Parte inicrna del MAMBA. (a) Detalle de la maquinaria interna Levas
rnds), palanca que activa el motor {(ieomuttnr) (b> MAMBA. con un
en su interior.
Jiflura 52.- (a) Imagen del MAMBA y íb> la Fuente de Alimentación Las flechas
amarillas indican los interruptores que accionan el mecanismo de ruptura de ampollas
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Jigura 53.- (a) Disposición de las semillas sobro el papel de filtro y (b) de las
ampollas.
LMO~
Typ» I Conta««r
SupportFM«r Papar
figura 54.- Esquema de la disposición final de los componentes
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DISCUSIÓN
Para el estudio de un proceso \ nal esencial, como es la proliferación celular y el
ciclo celular, hemos trabajado con poblaciones celulares activas desde el punto de \ ista
de la proliferación, como son las células menstemáticas de ta raíz de Aíltum cepa, frente
a células diferenciadas, no proliferantes, tales como las células parenquimáticas de la
raíz. El estudio de las variaciones de distintos parámetros y características de las
proteínas a lo largo de la interfase. se ha realizado sobre poblaciones mcmtcmáhcas de
la raí/ sincronizadas con hidroxiurea.
Las células que se encuentran en proliferación activa presentan una tasa muy
elevada de transcripción, debido a la necesidad de duplicar en un tiempo muy breve la
totalidad de los materiales celulares. En particular, la biogénesis de los nhosomas es un
proceso altamente favorecido en este tipo de células, más que en cualquier otro del
organismo. En general, el nivel de ribonueleoproteinas (RNPs) en el núcleo de células
proliferantes es excepcionalmente alto. Puesto que las proteínas de interés para nuestros
objetivos eran necesariamente RNPs, la primera estrategia a utilizar consistió en
conseguir un extracto proteico nuclear enriquecido en RNPs. Para ello se siguió el
proceso de fraccionamiento secuencial de proteínas nucleares basado en las diferencias
de solubilidad descrito por Rothblum «f ai, (1977) y Busch ct a/.. (197R). adaptado a
nuestro material y necesidades (Cerdido y Medina. 1995; I>c C'árcer ct al., 1997). De las
cinco fracciones obtenidas, dos de ellas presentan alto interés para nuestros propósttOl
experimentales. La fracción S2. que corresponde con las proteínas nucleares más
solubles, se encuentra enriquecida en ribonueleoproteinas (RNPs) implicadas en el
metabolismo del RNA nuclear, incluyendo las proteínas nucleolares involucradas en la
síntesis y procesamiento del RNA prerribosómico (Busch et al., 1978; Bourbon et ai,
1983: Dunham y Bryant. 1983; Schnapp ct al., 1990; Cerdido y Medina. 1995). La
segunda fracción de interés es la insoluble. que corresponde con la matn/ nuclear (He cf
al., 1990), formada mayoritariamente por filamentos intermedios que forman parle del
core interno de la matriz nuclear (Fey et al., 1986). La importancia de esta segunda
fracción se debe a que la matriz nuclear se ha caracterizado como el soporte estructural
de los procesos meiabólicos que ocurren en el núcleo (Moreno Díaz de la Espina. 1995)
y, por otra parte, a que estábamos interesados en descubrir un hipotético intercambio
entre formas solubles e insolubles de las proteínas, en relación con cambios funcionales
de la célula.
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Diictmón
C ararteriiación de lo* patrones prot i i io \ en poblaciones nirrisirmáltra» > no
merktemálicav
Con el fin de identificar y caracterizar estas proteínas relativas a los mecanismos
de proliferación celular y progresión del ciclo celular, se rcali/ó una comparación cnirc
el patrón de proteínas obtenido de células mcnsicmaticas \ de células diferenciadas Las
variaciones encontradas en cuanto a la carga de proteina que contienen estos dos tipos
celulares son evidentes y podrían ser debidas, precisamente, al estado prohfcrativo en el
que se encuentren. En otros tipos celulares se han localizado en el extracto S2 una sene
de proteínas que dependen de esta situación, como son la nuclcolma (Buglcr ct ai.,
1982), la caseína quinasa nucleolar <CKI1) (Caizcrgucs-Fcrrcr et al., 1987) y factoro ik
transcripción asociados a la RNA polimcrasa I (Schnapp et al., 1990). Dentro de este
conjunto de proteínas se encuentran la fibnlarina (Ccrdido y Medina. 1995). la
NopA 100 y NopA64 (De Carccr ei al.. 1997).
Los extractos S2 en geles SDS-PAGE de poblaciones meristemáticas presentan
26 bandas, mientras que en no meristemáticas el número se reduce a 18. Estos datos se
muestran mucho más evidentes cuando se trata de proteínas separadas por IEF/SDS-
PAGE. donde se detectaron 384 y 209 spots en muestras meristemáticas y no
menstemáucas respectivamente. I)c entre ellos, sólo 129 spots fueron identificados en
ambas muestras y mostraron idénticos pesos moleculares y puntos isoeléctricos, aunque
con frecuencia diferían en cuanto a la intensidad de l.i tinción entre una muestra y otra.
En conjunto, la comparación de los patrones de los gelcs bidimcnstonalcs de ambos
tejidos indicó que el 54.9% y el 17.2% de los spots fueron específicos para núcleos de
células meristemáticas y no meristemáticas, respectivamente, con respecto a un
hipotético gel virtual que contuviera el conjunto de los poltpcptidos nucleares solubles
presentes en células de la raíz, independientemente de su estado proliferativo y de su
diferenciación. Los cambios que se producen en las proteínas insolublcs son mucho más
discretos, pasando de 18 a 12 bandas, en geles monodimcnsionalcs. de las muestras
meristemáticas a las no menstemáheas. mientras que en los patrones de geles
bidimcnsionales pasan de 88 spots en extracto meristemático a 83 en no menstemático.
Las proteínas AgNOR
La técnica de tinción con plata comenzó a ser muy utilizada después de que
Goodpasture y Bloom (1975) desarrollaran un procedimiento para delectar el ÑOR en
preparaciones citogencticas. La tinción AgNOR ha sido, durante mucho tiempo, una
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herramienta pan investigar tai estructura de la croman na nuclcolar y su relace ton con la
función, adaptándose la tinción, posteriormente, para su uso a microscopía electrónica
(Bourgeois et al, 1979; Ploton et a/., 1982; Moreno ct al. 1985) Simultáneamente, con
el fin de indagar sobre tas proteínas responsables de ta unción, se adaptó del nivel
otológico al molecular, para detectar las protcinas separadas clectroforeticamcmc.
primero directamente sobre gclcs (Lischwc et al.. 1979» y posteriormente sobre blots
Wozáketai., 1992 i
La aplicación mas extendida de esta tinción en la actualidad es en la patología
humana. Desde que Ploton *'/ al. (1986) describieran una modificación de la tinción
AgNOR extremadamente simple y reproducible, aplicable a prácticamente cualquier
tipo de muestras citohistológicas, la técnica se ha utilizado ampliamente como una
herramienta muy común para el diagnóstico y el pronóstico de tumores (Dcrenzini y
Ploton, 1991; Pich et al., 2000). Esto es debido a que la tinción se debe a proteínas que
son dependientes de proliferación y se utilizan como marcadores de eslos procesos.
Además de esto, también ha sido utilizada en otra serie de aplicaciones a nivel
citohistológico (Medina et al., 1995 a).
Mediante la modificación de la tinción a Western hlot se detectaron, por
diferentes grupos, dos proteínas principales como las responsables del 60% del totat de
i.i tinción, la nucleolina y ta B23 (Dcrcn/ini et al.. 1995; Sirri eí al., 1995). aunque se
describieron también otras bandas de menor intensidad, a 135. 66, 42, 40 y 29 kl)a
(Roussel y Hernández-Vcrdun, 1994: Sim ei al., 2fMH>). listos ensayos fueron realizados
fundamentalmente sobre lincas celulares de mamíferos, más concretamente sobre CHO
(Roussel y Hernández-Verdun, 1994) y distintas líneas humanas (Derenzini et af.t 1995;
Morimoto et al., 2000). Nuestros datos en plantas describen el mismo patrón, aunque
con ligeras variaciones en cuanto a los pesos moleculares. Así, la nucleolina de
mamíferos presenta un peso molecular de 105 kDa. mientras que la NopAlOO lo hace a
100; la B23 está descrita en estos trabajos a 38 y 37 kDa, mientras que en cebolla el
doblete se presenta a 45 y 43 kDa; además. ]a banda correspondiente a 66 kDa,
identificada como un fragmento de la nucleolina en células humanas (Sirri ct al.. 2000).
podría tener su correspondencia con la banda de 64 kDa en cebolla, correspondiente con
la NopA64. En este contexto, es interesante notar que el patrón bidimensional de
proteínas de cebolla obtenido por la tinción AgNOR en nuestro laboratorio es similar
(aunque no idéntico) al patrón obtenido por el grupo de Hernández-Verdun en células
CHO (Roussel y Hernández-Verdun, 1994). A pesar de las diferencias mostradas en
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cuanto al peso molecular entre la B23 de CHO y la de plantas, el rango de punto
isoeléctrico es prácticamente idéntico Curiosamente, el peso molecular del doblete de
bandas rociado por la tinción AgNOR presumiblemente correspondiente con la
proicina B23, difiere incluso cnirc distintos especies vegetales, como lo demuestran
experimento* realizados en nuestro laboratorio con células de alfalfa y Lepidtum
(resultados no publicados). In cualquier caso, se ha puesto en evidencia por pnmera vez
en este trabajo la existencia de una proicina homologa en plantas a la proteína B23 de
mamíferos, una fosfoproteína que desempeña un papel fundamental en el procesamiento
tardío del pre-rRNA (Busch, 1978: Olson, 1991). Diversos ensayos inmunoquírntoM c
inmunocítoquimicos realizados en nuestro laboratorio y en otros, utilizando diferentes
anticuerpos heterótogos obtenidos contra la B23 de mamíferos no dieron nunca
resultados positivos.
La gran similitud entre ios resultados obtenidos por otros grupos en sistemas
biológicos de mamíferos y los obtenidos en este trabajo hacen pensar que el grupo de
fosfoproteinas asociadas al ÑOR han permanecido conservadas a lo largo de la
evolución. Et uso de la tinción AgNOR y el análisis 2-1) de proteínas nucleares en
diferentes sistemas biológicos puede utilizarse, además de para aportar evidencias sobre
la conservación evolutiva de estas proteínas, para identificar marcadores de
proliferación celular. Estos marcadores pueden utilizarse p.u.i l.i identificación de
células proliferantes, tanto en condiciones normales, como en situaciones donde estos
procesos están alterados, dando lugar a estados patológicos del organismo
Análisis bioquímico de las proteínas NopAlOO y NopAM
En trabajos previos en nuestro laboratorio se describieron dos proteinas.
NopAíOO y NopAM. como proteinas dependientes de proliferación celular, de las que
la NopAlOO podría corresponder con la homologa de la nucleolina de mamíferos y la
NopA64 con la porción carboxilo terminal de la misma íDc Carcer, 1997). Su presencia
es mayoritaria en la fracción S2. pero también se encuentran presentes en la matriz
nuclear. Existen trabajos que demuestran la presencia de formas solubles e insolubles en
proteinas nucleolares; éstas últimas estarían ancladas a la matriz nuclear. La fibnlanna y
nucleolina son dos de ellas y se han descrito tanto en mamíferos (Caizergues-Fcrrcr et
al.. 1984; Ochs y Smetana, 1991; Dtckinson y Kohwi-Shigematsu. 1995) como en
plantas (Cerdido y Medina. 1995: Mínguez y Moreno Díaz de la Espina. 1996).
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Degradación pmtrol i tu i I IM.. I . . -U .. de tu NopAlOO
La NopAiOO en la fracción soluble de poblaciones mcnsiemaiicas muestra un
patrón claro mediante Western hfittimi; revela una hurula principal a HKt kl>a tic pcvn
molecular, acompañada de toda una sene de bandas de menor peso molecular y
cuantitativamente menos apárenles Siguiendo este patrón proieolilicu a lo largo de la
micrfasc se observa un creciente aumento, tanto en el número de bandas como en la
intensidad de las mismas. Asi. observamos que en G2 no sólo aumenta la cantidad de la
proteina NopAlOO, sino que también existe un aumento de los productos procedentes de
su protcohsts. En consecuencia, podemos concluir que las proteínas que reaccionan con
el antisuero comparten epítopos que están presentes en la estructura primaria de la
NopAlOO y que forman una familia de proteínas inmunológicamcntc relacionadas,
productos de la proieolisis del precursor primario, la NopAlOO. Este patrón en
"escalera", como resultado del Western bhtting. ha sido descrito con anterioridad para
otras nucleolinas (Bourbon et al., 1983; Cheri et al., 1991) y podría ser el resultado de
un proceso proteolitico controlado, como modificación postraduccional de la banda
principal de 100 kDa. asociado a la proliferación celular. Este proceso proteolitico
supondría un mecanismo de maduración de la proteina en relación a su actividad
La maduración protcolítica de la nueleolina ha sido descrita como un mecanismo
de autocatálisis por una sene de autores dinurhon w ni., 1983; C'hcn et al., 1991).
Nuestros resultados sobre los procesos de maduración de la NopAlOO, obtenidos tras el
tratamiento con Icupcptina. tanto en poblaciones menstemáticas asincrónicas, como en
poblaciones sincronizadas, muestran una sensibilidad al inhibidor de forma que se
provoca una disminución de la proteolisis. siendo mucho más patente en G2. donde la
abundancia cuantitativa de bandas es mucho mayor en condiciones normales. En
concreto, en presencia de leupeptina, tres de las bandas, entre ellas la de 100 kDa.
muestran sus niveles densitomctricos incrementados, lo cual indica una inhibición de la
maduración proteolítica. Este resultado demuestra que la mayoría de las proteínas de
esta familia son productos de maduración protcolítica y pueden ser derivados de un
procesamiento de la proteina in vivo, consistente en la degradación específica de la
proteína de 100 kDa por una actividad endoproteasa, de una forma similar a lo que se
demostró previamente para la nueleolina de mamíferos (Bourbon et al., 1983). No
obstante, este mismo grupo observó que la actividad enzimática copurificaba con la
proteína sustrato (nueleolina) y propuso la existencia de un dominio en la propia
estructura de la proteina con actividad proteasa (tiol proteasa), sensible a la leupeptina.
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relacionándose este proceso con la regulación de la transcripción del rDNA (Bouchc m
at.. 1984). Por otra parte, Kang y Ych <I993) propuMcron. para la MKleolm¿t tic
mamíferos, la existencia de motivos repelidos que sirvieran como lugares de es* isión en
el proceso de su protcolisis ftsiológu
Esta serie de bandas se ven fuertemente reducidas en poblaciones no
meristcmáticas. en las que la única banda que aparece con mude/, aunque en mucha
menor proporción que en poblaciones merisicmancas, es la de 100 kDa.
Aunque, como hemos señalado, el patrón protcolitico se ha descrito para algunos
modelos biológicos, existen otros organismos donde no aparece en Western Mattinx cs.ia
multiplicidad de bandas. Por ejemplo, la nueleolina de Xenopus taevis sólo muestra dos
o tres bandas (Caizergues-Ferrcr ei al,, 1989) y la nucMsl de alfalfa (la homologa de la
nueleolina) presenta una única banda, casi inapreciable en células en fase estacionaria, y
dos bandas netas y bien patentes en células en división activa (Bogre et ai.. 1996).
Todos estos datos nos llevan a pensar que la proteolisis de la NopAlOO está en
relación directa con su actividad. La proteína madura cuando actúa, habiendo una
relación entre el aumento de la actividad del nucléolo (recionada directamente con la
proliferación celular), la actividad de ta NopA 100 y la degradación proteolitica de esta.
Fosforilación de la NopAlOO
El Western bht de los geles 2-D con anticuerpo anti-NopAIOO produjo
información adicional a los SDS-PA(il en cuanto a la relación con la proliferación
celular. En particular, hemos encontrado evidencias de diferencias cuantitativas y
cualitativas en los dos estados celulares estudiados, que demuestran que la NopAlOO es
mucho más abundante en células proliferantes que en células no menstemáticas. Los
cambios que se producen en esta proteína afectan a la dimensión vertical (peso
molecular) y. sobre todo, a la dimensión horizontal (punto isoeléctrico), especialmente
en los spots situados en tomo a 100 kDa, donde las diferencias son mucho más
aparentes en cuanto al número de spots que aparecen y a la amplitud en el punto
isoeléctrico y distribución de los spots en este rango. El rango del punto isoeléctrico de
la NopAlOO se extiende de 4.1 a 6.6 en poblaciones meristemáticas. mientras que para
poblaciones no meristemáticas el rango se estrecha de 4.8 a 6,1. Además se observa una
drástica disminución en el número de spots que componen el conjunto de proteinas
reveladas por en anticuerpo anti-NopA 100. pasando de 42 en meristemáticas a 29 en no
meristemáticas. Esta distribución es el reflejo de la existencia de las diferentes
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isoformas, en las que se presenta la proicina. que son mucho más numerosas en células»
mcmtcmáticas. Además, esta heterogeneidad de isofomus de la proteína c* reducida
tras el tratamiento con la fosfataba alcalina, por lo que podemos sugerir que muchas de
estas i so formas representan diferentes estados de fosforilación de la prolcina I su
conclusión es consistente con estudios previos realizados con la nucleohna y las
proteínas semejantes a nucleohna. En muchos grupos taxonómicos en los que esta
proteina (o sus homólogos) han sido identificados, se ha demostrado que se trata de una
fosfoproteina (De Cárccr gf al.. 1997; Tuicja y Tutcja 1998). De acuerdo con estas
observaciones, nosotros hemos observado que la NopAlOO es la proteina más altamente
fosforílada en el extracto S2 de núcleos de células proliferantes de cebolla < De Cárccr et
al., 1997). Puesto que la NopAlOO tiene un alto grado de fosforilación en células
proliferantes, el cual se ve fuertemente disminuido en células no proliferanics.
sugerimos que la actividad de la protcm.i H modulada por la fosforilación.
Realmente, la fosforilación es una de las modificaciones postrad uc ion a I es que
más se dan en las proteínas, y supone un mecanismo de regulación de su actividad que
puede depender del grado de fosforilación que presenta la proteína y de los lugares,
dentro de la secuencia de aminoácidos, donde se produzca la fosforilación. Para la
nucleolina de mamíferos se ha mostrado ta existencia de lugares potcncialmcntc
fosforilablcs por la cdc2 quinasa y por la caseína quinasa II (CKII) (Cai/crgues-lcrrer
et ai., 1987. Bclcngucr et al., 1990). I n los ensayos de desfosforílación realizados con
la fosfataba alcalina se observa claramente cómo los fosfatos contribuyen de manera
aprcciable al peso molecular de la proteína en los extractos solubles de las poblaciones
menstemáticas. Respecto de la NopA64. en trabajos previos de fosforilación m ntro se
pudo confirmar que la NopA64 es otra proteina fosforilada. al menos en una de las
bandas que forman el doblete reconocido por el anticuerpo específico en las poblaciones
menstemáticas (De Cárccr et ai.. 1997) al igual que se demostró su colocalización con
quinasas (Medina et ai., 2001).
Todos estos datos sugieren que la gran heterogeneidad del punto isoeléctrico de
la NopAlOO en poblaciones menstemáticas puede ser debida a los diferentes estados de
fosforilación que puede presentar, hecho comprobado tras el tratamiento de
desfosforilación, al producirse una reducción drástica de estos spots y un
desplazamiento de los mismos hacia la región más básica. Es interesante constatar que
para la forma insoluble de las proteínas no se observan cambios en cuanto al punto
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isoeléctrico de los spots, sugiriendo que la forma soluble de la protcina es la que se
encuentra fosfonlada, mientras que la forma insoluble se presenta dcsiosfonlada
Las forma» \uluhK >• v inMiluhk>% di* lu Nop \ ion. Si^nifu .i«l" (tnumii.il
En la fracción insoluble de ION núcleos de poblaciones mcnst eméticas el patrón
que presenta la NopAlOO mediante M« \wrn híntting es una única banda a 100 kDa y
dos bandas más a n4 y 61 kDa de peso molecular aparente, pero desaparecer todas las
demás bandas intermedias que si están presentes en la fracción soluble. A lo largo de la
intcrfasc tampoco aparecen trazas de nuevas bandas y en G2 ias dos bandas de menor
peso molecular presentan un máximo de expresión. Esto podría ser debido a que en S
tardío existe ya un alto nivel de NopAlOO de nueva síntesis, pero todavía no está activa
y se acumula en la forma insoluble. El paso a G2 supone la activación de la protcina y.
por tanto, la movilización de la forma insoluble pasando a la soluble. La posibilidad de
esta interconvcrsion entre la fracción soluble e insoluble de la nucleolina ya ha sido
planteada por Piñol-Roma (1999). Esto significaría que la forma de la protcina que se
presenta como insoluble correspondería con la forma de almacenamiento, inactiva desde
el punto de vista funcional, y la forma soluble como la activa. I-.sta hipótesis es apoyada
por los resultados obtenidos de los estudios de fosforilación y protcohsts. dos
mecanismos que ocurren en la fracción soluble, mientras que la insolublc parece no
verse afectada por estos procesos de modificación postraduccional que regulan la
actividad de la proteína. En realidad, se han identificado dos fraccones de la NopAlOO
correspondientes a la matriz nuclear: la fracción soluble en alta sal y la fracción
insoluble. Respecto a la relación de la nucleolina con la matriz nuclear, se ha propuesto
su unión a las llamadas "secuencias MAR" (matrix-attachment regions) del DNA
(Dicktnson y Kohwishigematsu. 1995). y otros autores sugieren que la proteina Gftá
anclada a la matriz nuclear mediante su unión a estructuras que contienen RNA.
probablemente partículas de RNPs (Gotzmann el al.. 1997).
Estudios de inmunoprccipitación en humanos para el aislamiento del complejo
RNP pusieron de manifiesto que la nucleolina se encontraba asociada con las proteínas
no ribosómicas B23 y fíbrilarina. y ciertas proteínas ribosómicas (Piñol-Roma. 1999)
junto con un grupo de proteínas sin identificar. Por su parte. Vanagida eí al. (2001)
llegaron a resultados similares, con identificación de 60 proteínas más. 40 de ellas
ribosómicas. Piñol-Roma (1999) también observó una sene de fragmentos proteoliticos
de la nucleolina, posiblemente como resultado de la maduración de ésta, como habia
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sido previamente observado (Bugler <7 ai. I982>. Las proteínas obtenidas formaran un
subgrupo de entre las proteínas nuclcolare* totales, pero. curiosamente, se observo la
falta de algunas proteínas abundantes en el nucléolo, como la Noppl4<). indicando que
csia no participaba en los complejos proteicos cu los que esta involucrada la nuclcolma.
tstos ilos mismos grupos probaron que, para que se diesen las interacciones
entre estas proteínas, fe requería la integrídad del RNA, sugiriendo que se encontraban
formando un complejo nbonuclcoprotcico (Pinol-Roma, 1999).
Por otra parte, el Western blotting con el anticuerpo contra la NopAlOO en
poblaciones merístemáticas también detecta una banda a 120 kDa. que en geles
b i dimensional es se manifiesta con dos spots con un punto isoeléctrico de 5.1 Esta
misma proteina es detectada mediante la tinción especifica AgNOR, tanto en gelcs
monodimcnsionales SDS-PAGE. como en ge les bidimcnsionalcs. con el mismo peso
molecular y punto isoeléctrico. Por el contrario en extractos de células diferenciadas no
se detecta esta proteína. Todo indica que podría tratarse de un precursor de la NopAlOO.
cuya existencia ha sido mencionada con anterioridad en otras nucleolinas (Bugler et al..
1982).
\ n a l i s i s d e la i i l l m r s i n u t u i a d i I n u c l é o l o a l o l a i g o iU l a t t i t r r f a s e \ di%ti I h u c i o n
de la NopAlOO > Nop.\64
La estructura del nucléolo y sus variaciones respecto de la actividad celular
vienen siendo objeto de observación c investigación desde hace mucho tiempo
Podemos remontamos a Cajal (1903) para encontrar una descripción de los
componentes del nucléolo de las células nerviosas tras su observación con tinción
argéntica.
Al microscopio electrónico, el nucléolo de la mayoría de los tipos celulares
aparece compuesto de tres tipos fundamentales de estructuras: los centros fibnlarcs
(CFs). el componente fibnlar denso <CFD) y el componente granular (CG) (Risueño y
Medina. 1986; Thiry y Goessens. 1996). Sin embargo, la distribución relativa de estos
componentes estructurales es muy variable, dependiendo del tipo celular y del estado
fisiológico de la célula, de manera que es imposible establecer un modelo estructural
"tipo". No se conoce la causa funcional que dé cuenta del enorme polimorfismo del
nucléolo, como soporte de una función celular celular muy conservada, tanto en sus
mecanismos como en la identidad molecular de sus constituyentes, pero sí existen datos
para un mismo tipo celular que correlacionan las variaciones funcionales con
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alteraciones en la estructura (Risueño y Medina, 1986; lladjiolov. 1985; Shau y Jordán.
1995; Scheer y Hock. 1999; Medina tf al.. 2000)
Con respecto a la proliferación celular y al progreso del ciclo celular son
realmente pocos tos estudios que han abordado los variaciones estructurales del
nucléolo asociados a estos procesos, con la excepción del comportamiento nuclcolat en
mitosis, cuya desorganización y reorganización atrajo desde muy pronto el ínteres de
numerosos investigadores. Respecto de la inferíase, se conoce bien la estructura del
nucléolo de células no proliferantes, ya sean diferenciadas o quicsccntcs. caracterizada
por su pequeño tamaño, la ausencia de componente granular y los centros fibnlarcs
escasos, grandes, y. en el caso de las plantas, de tipo heterogéneo (Hadjjiolov. 1985:
Risueño y Medina. 1986). Son más escasos los trabajos que correlacionan períodos de la
interfase con morfologías nuclcolares concretas, siendo asi que dicha correlación
presenta un alto interés básico y amplio (Sacnstán-Gárate et ai., 1974: Juncra et al..
1995).
A partir de nuestros resultados en A. cepa, utilizando células sincronizadas con
hidroxiurca. nosotros proponemos tres modelos diferentes para células proliferantes, en
función de la fase del ciclo celular (figura 55). Los nucléolos en fase Gl . pertenecientes
a células idénticas a células G0 en cuanto a la carga de DNA, pero fisiológicamente
diferentes, muestran grandes diferencias con estol en cuanto al tamaño, composición y
distribución de sus componentes. La presencia de una vacuola central en células en
estado Gl podría ser la expresión morfológica de la delimitación de un territorio
nucleolar dentro del núcleo que todavía no está ocupado en su totalidad por RNPs.
puesto que la actividad biosinlética es todavía escasa, pero que se "acota" en esta fase
en previsión del desarrollo postenor del orgánuio a lo largo del ciclo. De hecho, esta
vacuola desaparece a medida que aumenta la actividad nucleolar, siendo "rellenada" por
precursores ribosómicos recien sintetizados (CFD), lo que sucede a partir de la fase Gl.
El modelo nucleolar propuesto para la fase S es similar al de Gl. pero carece de
vacuola central, y presenta un sustancial aumento del CG con respecto al modelo de Gl.
aunque con localización periférica, al igual que ocurre en el caso del CG presente en
Gl . Modelos similares se han visto tanto en animales (Alvarez et al.. 2003) como en
plantas, durante la germinación de las semillas del maíz (Mincur et ai.. 1998).
Finalmente, en el periodo G2 se han descrito dos tipos morfológicos: uno que
presenta en corte masas redondeadas de C FD con CFs pequeños y homogéneos en su
interior, totalmente rodeados por abundante CG, y otro, evolucionado del anterior, en el
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figura 55.- Modelos de organización ultracstructural de los nucléolos a lo largo de
la interfase.
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que la organización de los componente* estructurales es periférica, dejando en el
interior una vacuola, más o menos grande, llena de partículas prcmhovomuus I si.t
vacuola nucleolar de 02 es claramente diferente de la de ( t i . no sólo por su contenido
smu también por su relación con los t'Fs. que existe en Gl y no existe en G2.
En cuanto a los niveles cuantitativos de NopAlOO y NopAM. evaluados a nivel
ultracstructural (abundancia de granos de oro estimada como densidad de marcado), la
NopAlOO en cualquier fase del ciclo celular, ha resultado ser siempre, superior a la
NopA64. El marcado en células diferenciadas supone los niveles hables de la célula.
necesarios para la renovación de los ribosomav la NopAlOO ha mostrado una
distribución más amplia en los componentes subnuclcolarcs. aunque en ambos casos el
componente mayorítarío siempre ha sido el CFD. En cualquier caso, en las células
proliferantes, tanto la NopA64 como la NopAlOO mostraron un marcado preferente en
las zonas de transición entre los CFs y el CFD. Esta localización es coherente con la
implicación funcional de ambas proteínas en el procesamiento temprano del prc-rRNA.
y probablemente también en la transcripción de los genes ribosómicos, ya que este área
de transición es el lugar propuesto como sustrato estructural de la transcripción
nucleolar (Martin et ai, 1989; Martin y Medina, 1991; Shaw y Jordán, 1995; Schccr y
Hock. 1999; De Cárccr y Medina. 1999). Además, también se ha demostrado la
colocah/ación de la NopAM con la cdc2 quinasa y la caseína quinasa II en la zona de
transición CF-CFD y en la zona próxima! del CFD, sugiriendo que la NopAM es
fosforilada en estos temiónos, que son críticos en la transcripción y procesamiento
temprano de los genes ribosómicos y del prc-rRNA (Medina et al., 2001).
Un homólogo en guisante de la DNA hchcasa í de humanos (PD65) presenta
grandes similitudes funcionales y de distribución con la nucleolina (Tuteja et al,, 2001).
cuya actividad helicasa de ácido nucleicos es bien conocida (Tuteja et al., 1995). La
proteina de guisante se localiza en los lugares de transcripción del rDNA. se fosforila
por CKII y cdc2 quinasa y tiene actividad DNA y RNA helicasa. La masa molecular de
esta helicasa es de 65kDa. la cual corresponde con la masa molecular ya descrita para la
nucleolina de guisante (Tong, el ai, 1995 y 1997) y coincide sustanciaimcnte con la
NopAM, estudiada en el presente trabajo y ya definida previamente en nuestro
laboratorio como una proteína con importantes homologías con la nucleolina (De C arcer
el al., 1997).
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Así pues, la relación entre la NopAlOO y NopAM está clara en cuanto .1 MI
distribución celular, dependencia del ciclo celular y proliferación celular, actuación <k
ambos como dianas de quinusas y sobre todo, porque están inmunológtcamcntc
relacionadas, compartiendo epitopos. La NopAM podría ser el resultado de un proceso
proteolitico de la NopAlOO. de modo que aquella sería un fragmento de esta, como se
ha propuesto en otros modelos biológicos (Sim et a/.. 2000). No obstante, la existencia
de una reacción inmunológica cruzada no supondría descartar totalmente otras
alternativas como bases de la relación entre las dos proteínas, tales como la duplicación
de un gen ancestral, o la existencia de procesos de splicing alternativo.
de la estructura primaria de las nueleolinas
La relación inmunológica entre la NopAlOO y NopAM ha quedado claramente
probada pero además, en trabajos previos de nuestro grupo (De Cárccr et ai., 1997)
también se ha probado la reacción cruzada del anticuerpo anti-NopAM con otras
proteínas de plantas (alfalfa), mamíferos (hámster, ratón, HeLa) y levaduras (S, pomtH'\,
demostrando que ésta proteina contiene epitopos muy conservados en los diferentes
grupos taxonómicos. Para el caso de la NopAlOO la reacción cruzada del anticuerpo
anti-NopAlOO fue positiva con células vegetales de alfalfa y animales de ratón (De
Cárcer, 1997).
El análisis de las secuencias parciales de aminoácidos obtenidos de la NopA 100
también muestra un aho grado de identidad con diversos organismos. El análisis
detallado de todas las secuencias de aminoácidos disponibles hasta el momento de los
diferentes organismos nos ha permitido confirmar el alto grado de identidad existente
entre todas ellas y pensar en la hipótesis de un origen común, tratándose en este caso, de
proteínas homologas.
I tilidad de los métodos prot cómico v. Métodos alternativos
Los métodos proteómicos han sido utilizados para la identificación dtrecta de
proteínas presentes en grandes bases de datos genómicas utilizando secuencias tag de
péptidos obtenidos por espectrometría de masas en tándem. Estos métodos han sido
utilizados en Arabidopsis íhaliana (Prime *•/ af., 2000; Gallardo el al., 2001; Chivasa et
at.. 2002). tanto como en humanos (Yanagida et ai., 2001; Andersen et ai, 2002; Scherl
et al., 2002). Sin embargo, su uso ha sido fuertemente facilitado por la existencia de
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genomas sccuenciados pan los modelos biológicos que fueron objeto de estos estudios
(Shevchenko et al,, 1996)
Desde que OFarrcl introdujo el 2-0 PAGE (O'Farrel.I975). este método ha sido
reconocido como el más eficiente y rápido procedimiento para separar proteínas Para la
comparativa funcional de estudios protcómicos en plantas, tales como el aportado aquí.
en patrón bidimensional ha producido una información muy útil para observar cambios
en las proteínas. Esta información supone un buen punto de partida para la
identificación de estos spots que son proteínas candi datas a tener un significado
funcional. Este objetivo puede ser afrontado desde diferentes métodos disponibles, tale*
como la microsecuenciación interna de péptidos (Costa *•/ ai., 1999). secuenciación por
Edman y espectrometría de masas (MALDI-TOF MS, o MS/MS) (Shcn et aL, 2002;
Chang ctai.t 2000).
Con las técnicas clásicas de protcómica. para la obtención de información de
proteínas nucleolares relativas a la proliferación celular en especies sin disponer de la
información genómica, la utilización de un análisis de spots de manera aleatoria
supondría un enorme trabajo si cada spot del protcoma nuclear o nucleolar tuviera que
ser analizado y comparado con la información disponible de las posibles proteínas
homologas de especies más o menos relacionadas tal como proponen Liska y
Shevchenko (2003). Aunque reconocemos que la compilación final del protcoma de
organismos requerirá la correlación del análisis de las secuencias parciales de las
proteínas expresadas con los datos genómicos, nuestra estrategia ofrece una técnica
rápida para la identificación inicial de proteínas cuya regulación puede correlacionar
con la proliferación celular. La selección de spots candidatos que corresponden a la
proteína relevante para nuestros objetivos se ha facilitado en gran medida por la
siguiente estrategia; a) el uso de una fracción de proteínas nucleares conocido por estar
enriquecido en nbonucleoproteínas; b) el uso de un método de tinción selectiva, como
el AgNOR. del que se sabe que detecta proteínas nucleolares relativas a la proliferación
celular. Cuando combinarnos nuestra tinción AgNOR de la fracción S2 con el Western
blothng de la misma fracción utilizando un anticuerpo específico contra la NopAlOO.
podemos confirmar que la tinción AgNOR de los geles 2-D ha identificado este
homólogo de la nueleolina de mamíferos.
Esta identificación de spots candidatos debe de ser seguida por la utilización de
otras técnicas, como el Western bint o análisis de espectrometría de masas de los spots
previamente seleccionados, para demostrar la identidad de la proteínas en cuestión u
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(¡el etectrofofcsis 1 1) i» 2 I)
•
Identificación de sptiis candidatos
1
Excisión de jpou/bandas digeridos en gel
1
MALDI-TOF MS
1
Lista de péplidos
1
Búsqueda bases datos
1
Identificación positiva
Sin identificación
Sin identificación
I
MALDI-TOF PSD/MS & nano-ESI-MS/MS
.
Secuencias tags
.
Húsqucda en la base de datos (EST)
'Esquema 1.- Protocolo para el análisis protcómico, con la introducción de un paso previo, la
identificación de spots candidatos funcional mente significativos. (Adaptado de van Wijk.
2001).
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Discusión
obtener datos previos de su secuencia, necesarios para su caracterización. Tales estudios
deben ir acompañados de una búsqueda de homologías en bases de datos disponible*
En nuestra opinión, la combinación del fraccionamiento de proteínas basado en la
solubilidad u otro protocolo de fraccionamiento, electro forcsis 2-1) y tinción de plata,
ofrece un método ventajoso con el cual caracterizar un upo celular u obtener evidencias
con respecto al desarrollo celular, etc. La caractnzación del tipo celular utilizando
subproteomas medíanle cntenos funcionales, facilitará la búsqueda, identificación y
caracterización de proteínas funcionalmcntc relevantes (esquema I ) .
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(. oncluhiono
CONCLUSIONES
1. Las células proliferantes de la raí/ de Allium cepa expresan una cantidad
ostensiblemente mayor de proteínas nucleares que las células diferenciadas.
como se pone de manifiesto tras la separación clcctrutorctica bulimcnsional.
Incluso entre las proteínas que aparecen en ambos tipos celulares existen
diferencias en sus niveles cuantitativos. La mayoría de las proteinas
específicamente expresadas en células proliferantes se encuentran en la fracción
soluble de los núcleos, frente a la fracción insoluble.
2. La técnica de tinción con plata del organizador riuclcolar (AgNOR) pcrmiie
identificar una colección de proteinas nucleolares solubles acidas especialmente
asociadas a la proliferación celular. Entre las proteínas mayorílarias reveladas
por esta técnica, junto a la NopAlOO y la NopA64, se encuentran dos grupos de
spots situados al nivel de los 43 y 42 kDa, correspondientes a la proteína
homologa de la B23 de mamíferos. Este resultado muestra por primera ve/ la
existencia de esta proteina en el nucléolo de células vegetales.
3. NopAlOO y NopAft4 son dos proteínas nucleolares extraídas de células de la raí/
de AUium cepa. Ambas se tiñen por el método AgNORt siendo la NopAlOO la
proteína mayoritananientc teñida II nivel y la actividad de estas proteínas son
dependientes del estado proliferalivo y de la fase del ciclo celular en el que se
encuentre la célula. Ambas proteínas muestran un nivel basal en células
diferenciadas, y su síntesis es estimulada en células proliferantes hasta presentar
un máximo en el período G2 de la interfase del ciclo celular. Los indicadores
funcionales muestran que la actividad de ambas proteínas evoluciona de acuerdo
con el mismo patrón.
4. La actividad de la NopAlOO está regulada mediante modificaciones
postraduccionales. entre las que se encuentran la fosforilación y la proteolisis,
que tienen lugar en la fracción soluble de los núcleos. Existe una relación entre
el progreso del ciclo celular, el aumento de la actividad del nucléolo, la actividad
de la NopAlOO y la degradación proteolitica de ésta. Asi pues, la proteolisis de
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la NopAlOO es el efecto de la maduración de la protónJ. subsigúeme- l M
actividad.
5. La forma soluble de la NopAlOO presenta u» alio grado de fosforilación \
numerosas isoformas de distinto pumo isoeléctrico correspondientes a distintos
grados de fosforilación. Tanto el grado de fosforilación como el número de
isoformas se reducen fuertemente en la forma insolublc y en células no
proliferantes, por lo que la fosforilación aparece estrechamente unida a la
actividad funcional de la NopAlOO.
6. La NopAlOO presenta una alta identidad con la nucleolina y proteínas
semejantes a nucleolina de otras especies. A partir del análisis de secuencias en
la NopAlOO y proteínas homologas se ha encontrado una alta conservación
evolutiva de la proteína entre diferentes especies.
7. Los nucléolos de células proliferantes presentan tres modelos ultracstruciurales
básicos dependientes de la fase del ciclo celular en el que se encuentre la célula.
esto es, G l , S y G2. Las variaciones entre ellos afectan ai tamaño, a la
proporción y distribución del componente granular, a la organización del
componente fibrilar denso, al número, tamaño y tipo de centros fibhlares y a la
presencia de una vacuola central, distinta en Gl y en G2. La definición de estos
modelos permite definir la fase del ciclo y, consiguientemente, la actividad
nuclcolar, a partir de parámetros estructurales.
8. Las proteínas NopAlOO y NopA64. por su dependencia de la proliferación y
ciclo celular y por su papel funcional en la biogénesis de los ribosomas. ponen
en relación ambos procesos en la célula y son, por tanto, proteínas marcadoras
de alteraciones de estos procesos. Así pues, hemos propuesto su utilización
como indicadores de alteraciones en el ciclo celular y en la biogénesis de los
ribosomas debidas a la microgravedad sobre células crecidas en ambiente
espacial.
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Tha aolubta fractton of ruataar probana » a tu
twtn «town th#t a oonWn* ribon
a*ri of thm work wi
•«T»
i oal proMarabon. by i
I hom tha aoiuota tractton* of aman nuoM mo
HfTVrliC O M nirwi oarvtitnffiinitQC fQCn
la» ptTjifjn raopAiuu. 1 mgray |Ümjjf• j< p m o . nuowcmn M M prciwn A total or 3«4
ipuu w n QuanonaD wi rnannamaoc nypa. wnwm onry c w wam oavacvau m non-
rnanatamaBc nuotai Tha oompanaon of bo» protaomat raauftadi r> tn* <>tgfrr>r>«tton
of apaoMc apota for aaoh ptuaiaiali»» atata and thoa* whtoh wara oommon to both
Oaata. Furtharmore. among tttasa latkar. M ooi4d laaortn^naai QuantWaHv*
tnoN Maraattngly, wH4(nown nuctaoiar prelalrw, awah a* RNA pdymar*** I. B23
and tha nuclaoan-laia protom NopAiOO. mm «ojmricanOy tnoraaaad tn proHfaraMng
oaa» Waitam btot» wrtti anti-NopAlOO antttMCy Oamonatratad 26 apota m th« man
•tamabe »amp<« Ai l t» apoto oatactw) w n cMtwwj «t 100 KOa and ww* diatrtbot
ao uwouo i^ an taoaMCcnc potnt yv] rano* o* 4 *>-<j & m o o n n a . oray ••van apon warv
found in tha axtract fnm nonmarMamattc nudai. and Vía pt ranga wa» ahortanad to
4.8-6 1 Tbau m w b iodicata thM tf» * t *U of NooAiOO prtoaphorvtotton rmnalÉiai
wrth ttw dagrM of nuctaotar acdvity. i.m. 9m prcaam » man» Ngrtfy phoaphorytatad in
cyding calh. Wa hava atoo anafyzad Vw tMkmanannal aNvar atamlng of th* nuotaoJar
organtzing r»gtoo (Afl-NOR) pattam of tha aotubla rx»laar tfaoaon tn onlar to idantlfy
plant oad pr^oapnopfotaifn tnat ara oonauatao I D ba mafitan of prailfaratwrt Thsfcí
eicpanmants damonstralad that NopAiOO. tfva omoo. nuotaoan Mha pmtan. i% an Ag
ÑOR protatn. In addttion wa found that tn» pkant homoloaua of th» v«riabr«ta nuotaolar
n B23 m y i c d a* two duatar* of aotdK apote, « and 42 kOa
ttvaty In motacular mau Tha dri
for mammahan cafa I» (fanmmmri. Our
ttonatioo pfooadjunM wtth functional tiQ
by InoJract h»cl>niqiia» «m
Pon prooadofa» for prcKaomtc atwd Mog t
that tha uaa of protatn frac-
t t» looatton of oandWata apote
to *andnm
naV y anaiyam
iong o f t^
m cap* /
oroantrlng notar
1 Introduction
nudflotus e the nuclear (Jomain in wnic* the mato*-
portón of hbosom» biogénesis takes ptaoe. Tnts « a f in-
damentaJ process for the lite of tne cell and begins wrth
I Mr Famanoo Oorualaz-Canwcrw.
,9k*6&cm fCSO Ramiro da Maaziu 9 E-2MM0
* ' > - "
E-maR:
F«JC +34-91-536-04-32
AbbmUttons: * « ÑOR s*r«» stwrang ol Ihe nuctoolar orgar* ,t.
ing raonr NS8 nuctai stock buftar. PBST. p f o ^ r t » buffw»fl
taina plus T«wan 20. fWf* ribonuciaopfaWra
th# tranaertotton of &m pnwftNA motaoula. wtáoh is fol-
lowed by a compta* procm thal laada to the genwatior
of 18S. 5 8S and 2&S fflHA and thar aaaambfy nto tha
40S and 60S riboaomal aubunte. Tha myuitaima of thn
pmcess raatdas not onfy m m* imtnnatc vgmttcanom of
rfboaomai u kay factor» for protain a>nHiMii, bul atao
íka panv«gm ter gana
to tha fact that rRNA i>nBnaii oan rapraaant 80- ron of
noclaar RNA «ynthaaU fvwtharmor». tha prooaa» of ribo
some bogtmmt» nxrt* n>apond to v»tua»y aH of thg aignal
tranaducMon caacadea that ragulata oafcJai jrowft, bo»
mrtofjc and hypartrDphic. and homaoataan m otdar to
proñde for (ha ort's rsqulfamant* for protain synthesis
© 2004 WILEY-VCH Vvrtig GmbH & Co KGaA. Wwnhaim www fjnMmomcm -foumaJ.da
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Thanucteotarprotain»'
ragulattan of rtjoaome
retomm
vi
• na foto of
n rtboeom* taoganasJS.
Tn*
to * * X t h * y « * r t t taró ai trtamsfejrartooeoma. totopo-
toQtcsl ttnnt, thesa prasslns sel HHIUM I th* cow^nw of th*
us. «ncn M n reaaon lor n w nem* |»j m
n wfaort BU th* o*S\Aar (une-
ttone ara oondMonad by th* major oO«KtM oí osf grow»
and dMston. nurtaolar p»ut*lm ara. én tum. th* targat» of
•amura tnvotvea ti o i t oonoTM ana raguMoon o» «ne oes
dh*slon cyc*s. w*h th* purpos* al eioow*Jn1lng th* rato
of rtboaom* producaon wnh tha rata o« oal ptoWaiatom i
Tha praetteai and mathodoiogical ooraaqiMno» of tht«
fact ta th«t nuc*«o4ar actMty w f*cognz*d to b» on» o*
tna oaat (ñaman o* oal praaMranon ano om cycM p»o-
fy. tha rata oí oal
by maam o» lh» cytooham»cai datactkm
rotains by statrvrtg mathodm. auohaa
ataMno of tha nuclaotar cvganizar (AQ-NOR) (2.
F*rptaom¿c tschFHquas hav* rsc«ntty b«an uaad wtth tha
purpose oí rvaofving th» ful catalogue oí nucteolar pn>-
taina ín th* human nudaotus [7.8J. ARhough tha t *o pub-
H0fwo stuefcfls ÓUS r>o( Aíftw st tfw SIVTW nMuVte, it IB Btnk-
tng to nota mat o* th» naarty 350 protaina oí th* nuclaoiar
protaorntc caMoguad toa* than 100 of Iham wans ac*ua»y
MMrnnad tn luncttonaJ taima. Funnarmora, n anoua o*
notad that a «gnificant proportton oí thaa* protama ara
«vorvad Én funetton» bayond tha known rola of tha
jciaoiua. ' t*. rnoaorna noganaaia K, OJ i^ rwo<Turu<TMy.
•qurvalant protaomtc anatyai nava not yat baan par-
formad tor tha ptant cal nuclaotus. anhouflh m* onmpi»
tton O* the gaooméc a*qu«nc« of Arab><1o0!tts ft"f1 ourraot
taohrOugteal *dvanc«m«nts [9] auggoat that «m may M *
tn» m th* n*ar futura.
Tharafore, trw kJanOftcation and cnaraetsrization of func-
twnafy a»gnmcant rvucteoiar protalm to ptant cwüa ta aW
an axcrUng challenge. FOT that masón, we nave ap-
proaonad the proteomtc anaiyais of ths ptsnt nyctwiKi*
uamg maMy functtonal erttena ln fact tha goal thai i#d
us to tn* usa of protaorrac tachrequaa was to find an
' to functional questiona raMad to the coonacboo
> rfjoaoma biogénesis and oal proüfaratkm. For
this purpose. wa hava anatyzad nuclear Bubprotaomee.
obtainfld after aaquential tracüonation of nuclear protatna
•ccording to thair «oluWtty in buffer» of incmMtng tome
«trangth. From theae «raettona, th* most so*uo*« on*.
caHad S2 «xtract, is actualy a functmnalty stgniÜcarA
Iractton. sinoa It has baan ahown that rt oontatns nbonu
Oaopmtains (RNPs) actfv» in RNA mataboNam, mdudtng
om-rfíHA synthesis and proesssing [10-13]
thoaa oMarnad «ratn nondirtd»v d«tw«nti««ad
Kwtrwrtnof*. « M n thw ptant nud«ar
wa hav* pata apaotal aawiBun to thoaa
nucAaoJar pratanB wfw** *Kprwmon levebi ara known to
b* mcHotom oí th* of th* oati Among
oí tha
mathod, mantMsnad atx>v». i
HjnaEBry. inant n s rnamoo
cytoohernical «tfwng on
atalning cytoohamical
of vw cytoohamkoal
and thaamount of
Ag-NOR protwn* [1S) has baan rtamunaiiiad In mam
makan oata. th* major Ag-*K>P piu«*«i» «var* ahown to
b*rx«»*ohn*ndp«**/iB23[16.1 7J. owt th* oorr»*pond
mg protams ln plantosas hav* not I
m oix tvotopcal tytUmm. AHujm oap*. w* hav* tdwnttftwd •
prtoaphorytalad protaén. anrtohad in tha solub** nuolaar
fraetton that is •nmunotogtcaty relatad to
nuotaoan. and a targat of th* Ag MOR stammg. whtoh w*
hav* oafted NopAlOO fOoruatax-Carnaono. De Carear.
Cardtdo and Medina, manutoflpt aubmlftad tor pubfcat-
«on) M D * . W * haw* usad an ana-NopAIOO. mono
c. pofyclonal anWbudy m ordar to tdwrttirv *« ttw
' « ^ [«TWBWI wi D»QMTWInn «ie> gsH,
Ms nuatasr InsoBon, oommg from
noot osas ln dMtarant proMaraSvs situatnm Thu», m the
th* total
observad atrong vanatlons bn
of thw protwn as «MU as «n
for boththa
amounta of MopAiOO and Ita phosphoryoMiofi state oor-
wlth nuotaolar actrvtty and th* regulatton of ths os>
2 Materials and method*
2.1 Bioíoqical material
M«n*t«m«t>c and nnrorurtaaiwaa parbons of onéan
(A*üm ospa L.) roots wer* obtainad from onion butw g*f-
mlnatad in water Th* martstaiiwL oats wara obtsinsd
from tha «r*1 3 mm o* th# roo* bp Afrsr the meñstemic
OSBB wsr* dissBctad out. an addrbonal fragment of 3 mm
was dtecarded *>á m# mst of the root was uaad tor the
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2 2 Antfeody
The precedu* «or rwmg the polycíonal «no NopAlOO
arruDOoy u n a vi «raa wonc m ra w m aa ra oeeoTOeo
previouatir |1v] a/^ o wVi oe puoaehed eieewhera (Gonjcá-
lez-Cemaoho, O* Cároer. Cerdtdo and Medina, manu-
acnpt tubmitad for pubacattan). Brtefty. the punfled pro-
tata obtained by pal eéectrDekJbon waa usad u tha anti •
gan for «nmunizatton of rabbrt» Tha anti-NopAlOO IgQ
waa ocnoantratad by preCTpftatton wrth 5O% amrnoniurn
•. dkaryzad apainst P8S. purtfied by chromatopr»-
phy m a dtethytarninoetnyloto* OOkjmn (Bk>-Rad. H*r-
cutoa. CA. USA) oonoerrtnrted by predprtation m 60%
ammontnm sulfate, and than diaiyzad agatnal PBS Tha
the purined anuyan and
fpom
2,6 SOS PAQE
atam
I by 7% TCA «t 0 X tor 1 h F<
at 10000 i o tor 30 mm. th» aupw
andtnepaBat waaraauapendadtn i mLof 31
ettwat - 2Q-C Aftar 2 h, proBain waa ooiactad by oantn
fuoatton (20 000 • p. 30 n n | and tha paMat waa
undar vaouum. Th« otat aHat (Kaaot^ d in a aam-
plabuffaraolutlonariOH 1 uTrt» MO, pM6 8. 4* . SOS.
10% tfyomroá. 10% p-nwcaptoathanal. 0 002% bramo
pfiandbtua. In aoma caaaa tha protoki patota war* «or».
catad « m i bmaa tar 1 a aaoh, aaparatad by oooMng on
toa, In m aampla bufTar aotubon to tmolttat» dissotutinn
Protain —mp4— wan «aparatad by SOS-^AOE In 12%
potyacrylamida mtnigaw (B*o- Rad) Vial w«r« stain«cí «vith
Coomaaata BrtVJant Blua R-2&0
2.3 Purtfication of nudei
Nudaí w m ponfied as desenbed praviousty [13], Roo*
menstams were incubated in extractKjn madnjm (2% ara-
bk: gum. 1.25% ftoaH. 2 5% daxtran. 25 m i Tris HCJ.
2 5 mu MgCtj. 4 rrw o-octanol, 6,8 mu d»«thyi pyrocArbí)
nata. 30% gtycarol. pH r.4), homoganlzad ¡n a high-
spoed M«nder (Uttratunax: IKA. Labortecfm*. Stautan.
Germany) and «tarad tnrough ttmM nyton doth layan
wrth poraa of 100, SO and 30 ^n. n»pacttvary. Tba mtrata
wa» cantrttuoad at 800 H gtof lOmín. Thacnxtanudaar
paaac waa raauapanaaa m «xiracoon maoiuin, ana man
oantrtfugad agaln. RnaJty th« paUat w«a mauapandad m
nuc*ai atockbuffar (NS8: lOmuTm-MCI. lOmuMEPES.
tO mu» KD. 2 mu MgCl;. 4 mu n-octanol. 0.1 mw C«Clf.
pH 7.4). A l bullan oontaJnad a oocMa*t of pfetMaa lohtb-
itooj (aprotínin. p«pslatin. l«up«ptin and PMSF), and all
prooaduras w«r« performed at 0~4*C
2.4 Nuclear fractionation
Nuctoi were fracbooated essentially as described by De
Cercar «f ai, [18]. Puríft«d nucfei w«re ft^ st tn»at«d wrtn
1 % v/v NP-40 and 0.5% w/v aedium daoxycnotatfl in
NS6. for 10 rnin at 4°C wttfi vortexing. Tha nucí» were
tnan ooNected by oantrifugation al 1000 R ^ for 10 min.
Tha paiat waa raau apandad in a tow lonfc ttnmgth buffar
(10 mu Tris-HO. 1 mu EDTA. pH 8.0). íncubat«d for 1 h at
4*C, and than fractkxiated by centrtfugatJon at 1000 M g
for 10 rnn. The supematant. dewgnated the S2 ©xtrad,
waa ua«d for protein anafysis. Th# oockta» of protnase in-
htjrtore mentraned in Sectioo 2.3 was aiso usad througn-
out this procass.
2.6 Two -dimensional gel etectroprv
IEF was caamed out wtth 100 ug of protón uwng a Pro-
taan IEF csal (B»-nad) and 11 cm oal «tnp» fomwng an
frwnobmad «naar pH gradiarK from 3-10 ftPO R«K)y-
Stnps). Stnpa war* rshydratad tar 12 h at 18X al M V
wrth rahydration bufTar. contaning 100 M0 protain Tha
rahydratton bufar oontainad 40 nw Tr%. 2 M thtouraa.
7 M una, 4% Tritón X-100. 100 mu DTT 2% camar
amphorytaa (pH 4*7 camar amphoiytaa wara mxad wrtn
pH 3-10 amptwrytat al a 2 1 nrtto) and 0 001 % bromo-
atathárikfü h^L ^ H r • éa'iii a^aw^aaa^a^ aV«a> ÉAb^^ak^ ^ ^ ^ t w r ¿ , . ^ ^ . j
prwnoi Dfus rocuwng ^FDWM TDT m i M Knpt mnMjo#o
Ibmttiat 2fiO V foftowad by • rapW rarnptng to 8000 V
and «ddiOonal foouwng at thw kival to aooumuMa
3S 000 Vh Cumnl wnn i«nrt*íi to SO nA pmt «trtp
rhrwighoirt tha run and i«rnpwnrur« ww mainiain«] 3!
18*C üpon oompta«on of I£F. th» IPG FUwOy Strtpa
were «noubated f«vt wth «QüMbratwn buffet Í6 M
2% SDS. 0 375 M Trte-MCI pM 8 8. 2O% ofycsro
ing 130 nw DTT for 10 mm and tfien wi|t> equitibration
bufTer containinQ 135 rrw iodaaoetamKfe for 10 rmn T>>«pistad on top of 16 cm vartical 12% SOS
poryaeryíamide g«to and tn« proian» tracttoruited by
alactrophoraaii in the aecond dimensión
In *ome eirpanniant». tha gals wmrm t\rmci and statnad
uarng a mocJrAcatxn of the attver «taéntng
wer» firet flxad uamg a aotuttonof amano)«oaoc aoíd d«-
H a j water (50:10 40) for 40 mm. foltowed by a SBCOTKJ
tnaaimerrt w«h the same laa^aiiU (5:1 áM)toT 30 mm. Afl«r
IhfM 5 min wssntngs wrth daJHaad water, the gel was
plunged into a adubon of Na^SjO, (0.2 g/L) for 1 mrn.
and rhen washad wtth bidistüed water thmp times. 30 s
eaoh. The gH was then stained in a aotutkn of 12 mM M-
© 2004 W1LEY-VCH Vertag GmbH A Co. KGaA. Weinheim wwwjaroteomita) íournaJ de
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w I I U M OTO u n n vonnmounyom lor JO mn m fjM « 10
dark. and ftnaly dawatopad * * O Í Í « »a*CO, and
8 H aoaoc •oto. s a n o 0 " * wart tnttftto uamg vw pro-
gram POQu—I (Bto-ftad) Ohar gal* w m aubjaot to
Waatarn anafraw taa» Sactton 2 B). For aach oondWtovarv
, 2-D6 gD« wat» mada tn Wptraai tmm f w t inda-
pandant pratatnaxtracBons.
2.7 Protein measurement
Protafcn conoantfvbon nttngtoBfad
tonj [20] usng protem umptea dteaotvad as
Sactton 2.0 axcapt that bromophaooí bkw
trom tfia savnpla buflar
«vas usad as a standard.
2.8 Two-dimensionat Western blortmg
Two-dimensjonaJ potyacrytarrade g«to w«a i
at 100 V ooto PVDF mannbranas for 1 5 h at 4*C. Sutw
qunnt procedtrss were done 8t room teinpar»hra. usmg
PBS plus 0.06% T W M O 20 fPSST) Mambran— wmn
bkxMeó with ttM buffar suppiamantad wMh 2% dr*d
nonfatmHktorih.tncubatadtofihinanií-MopAIOOínt-
body dautad 1:1000 in bkx*mg «oMkm. and 9*t\ m*
I t o r i h m laoondfy sntitxxty
lanhrabbrt parowOaaa conjuoj'xfl- düutad t SOOO tn tha
sama aoKitton. Tha Mtars wara waaned Ihnt* Vrr
PBST for 10 mn barwiwr «ach atep Th* fenrnuna <
ptanaa «rara vteuatizad wlth anhanoad oharnflurnlniaoanoa
uatng tfw ECL naagant krt CAmaranam Btoaolanoai. LWe
CnattorH.UK).
2 9 Ag-NOR stainmg
pfotetns btotted on PVDF msmtoranea
d^actad a» ¿«acribad by Hozáfc *f at [14]. Th« mem-
branas wara statoad in ptaabc PatH dianas Al solubons
wsre preparad in fraahry dakmized water, to SVOKJ non
actkxT.. Mambrarwe « W B was^wd «JC-
PBST. PBS. daioniwd watw, 20% «thanoi
and datonizad watar, 10 rmn aach. Tn« Ag-NOR Btaintno
aduaon coortif d of a 2:1 «N orto murture ot sotutnn A
(50% AgNOt m datonizad water) and aoMíon 8 (2% gato-
«o. 1%tormicacidinwatar) SmmfUmwarmstatnwd 15mén
m staining solution at room temperatura undar oooonuou»
stHTing ¡n tha dark. Trw raacoor» «vara ctoppad by «waah-
ingin watar.
oontantng
m Sac-
faa'vn í ^ «aaaBál in-T u *-L«tM.ii aaaMh aaaBr aalkp^ái i J >< M i i l , j j ^ ak í*5í^
^í^w*aJFÉÉa^J EPvD^a^WajL Baaav^a^L ^VVaVCBB^VBiP^B^B flal fl ^J^5^^^ ^3V ^li^É^
unn aniyma ptr H0 ot pnoaam. a> daaonoad by th* aup-
nAt^H TVi .^ - ^ — , - j . , . - -^ »*^^«^ #~^ ^^ riL^ kd«l r. i a) * 4 IB a^> 4 V S * ^
tÉDppttd 4>y tf*» cúdNLOft of «OVOOatl r*H TCA l o oontroi
* r u f f . M • 11 • til i !«• j - J Tf i i •> i ii i •!• • ^ • • • * •* • i i
out the anryma Tha oapnoaphonrtatad aa>aU « M aub-
j *d*d to 2 DE. artd HopAi 00 wwt imvmtáwa by Waatam
anb MopAlOO anObody at
Z 1 1 tmmunogokl «4«ctron
immunoootd ataotran nnonaoopy wat cantad oul as
daaartjad prawtouafy (13). Bnafy. onton mot upa wmm
txad m 4% *om>atóanyd» (Iraahry p«apar*d (mm pataform
aldahyda) ptua 0 5% qhitanjtdanyda in PSS. f o r 2 h . f i
room tamparstur*. dahydratad n an athanol aana».
ambaddad in LR WNta (London flaan. BarfcaatMra. ÜKj
Kttcwcl. S#ottonA. itatiuntaK) on fufTitviat-
H gr»d». war» tnoubated lor 30 rnm m a bloc*
4ng aotubon oootaÉnmg 1 % BSA m PBST. tnan tn thm
anttoody, anti-NopAIOO. dautad 1 * 0 tn btooMna «oMton
for 1 h. and fmaty in goal antiraüüw «nmunoo^abuMn O
(HK3) oouptad wtOi 10 nm COMOKM (yotd parbotw». d«utad
140 tn «t» aama « M o n BaTwaan tncgbstton*. grtd*
wara rtnaad tn PBST and fjnaty oountarata«n«o wtth 2%
aquaoua uranyi anatata tor 30 mtn tn th« dnrh und «um-
inad tn a Ph»pa Emdhovan, Th» H**r»**nito. "MX) trana-
rtHaalon alat-Uu»! rnanmcoprn np^^mg ^ RTI kv
body
3 Resuftt
3.1 1 -D gel anarysts of the soluble fraclion (52)
Equal numbara at paliad nuotat fiom onton toot martata-
matic. (tindtffaraneaaad. rtf^ty probar aünq) and pitr
•nchyrnabe oata IdMarantiatad. nonpratrterstina) wmm
aubjectad to aaquanOal prot«*n aietnactton Irilaiaatomty,
th«n> w»ra aubatanoal daTaianoa* raaan»ng <h» nuolaar
alza and Iha rataova oontrtbuoon of tha nudaua to tha oat-
mass betwoen the two oaR types Ftoot mungtama
0 r iO*nuct«i par gramoffrnntiMu*. wharaaa
OTW gram or naan parenonyrrtanc aaaua owy
10 * tO* nudaí Howtwr, th« protain maaa pmr nuotaua
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Ftgurai. SDS-PAGE vmjaiizedrjyCoornaaaiebluastain-
-ng (a. b). AgNOR ctamr>g (c) and Waatam btatüng wtih
anti-NopA100 antabody (d. a) The same amount al pro-
Mrw frwn the aotubJ* nuclear fmctwn from aMher drfreren-
cells oif the anión root (a), or umB—iHataii root
meriatematic ceda <b), v n n separated by 1 -O SOS PAGE
and stained wrth Coomaasie brue. Tha samóle ooming
from Nghry (JuifaiaUíiu oaaa ahowad mora banda, aome
of them denaefy atamed. In general, tfie mejor barate of
the menst ematic sampta appaarad ooneJdevajbty raduoad
in intensfty in the nonmertatematk; samóla, «xoept •
53 kOa band whichappaars as the maten- protain o* the ad-
ía) Soma
for theR lalaMonaMp wtth cal
auoh as NopAlOO (nudaodn-»*»). NopM4
to nudaoün), and B23, w«r* OantWad d n w )
Thta Identification «ras facüitatad b y t h a u M o l AgNOFl
•taMng orv martatamatic oatla. wMch datactad MopAIOO.
tha B23 onton homotogua ftwo banda dtffaríne m MtanaKyt
andapnitwno<120kOa(c.anowtHWd«) VWwrtarn Motttng
*(tti un nnti-NopAlOO potydonaJ antbody otaarty
datectad tha taipat protain m <«tf«ninttfft«d (d) aa w«« M
ín martatamaüc catta («). but tha intenatty of ttw» band in
tha p»o»farating aampto w u constdarably Nqh«r ttian In
thanonprolifaiating ona Furttwnrton!. a band
•ng to tha 120 kDa pmtetn was dcrtactad in ttta
pnxain to a precursor protein ol MopA» 00. Molacwlar mass
lM.) marfcarB are shown in kDa
was rather similar in botfi tissues. namery 24 ^g of protein
per mWon nucJei in the meristematic tiaaua and 21.7 M4 of
protain pt malón of nuclei ¡n the paranchymatíc tiaaua.
Approjümataty aquaJ amount» of protain «oruble >n a km
•onic stmngth EDTA burfer (S2 extracta) were obtained
from both oelJ types Equal amoints of protein wenj then
fractionaied by SDS-PAGE. staned with Coomassie btue.
and tha banda quantifwd by denartometrícal anafyai*. tn
tha menstematK; sampte. we coutd detect a» rnany aa 26
banda in the ranga between 130 kDa and 27 kOa íFiq 1.
lana b). whüe in tha nonmenatematic sampte onry 16
l i a n » ai m
[13. i«|. * • ma** banda
w^) o) r>
Tha«na|or
43 hOa (Flg 1. lana el Tha
apanda toNopA 100
120. 100. 4
100 hOa band oonv-
pnrtain oharactar
toad by our oroup <n on«n oaf nuolaoa (GonaWe? Cam»
ano. Oa Cenar. CerOdo and Medina, aübmmatl for puto-
Koattonl. Tha lewta of ttw
body atoo
aoobooy (Re t, laoat <3 and « Tha mama anti-
«Rh a band o» 120 fcOa m manatamafce
1. lana a4.
in«Klract»ofn
ih ü» band b
that th« band * a praounc
NopAlOO On tha» pan. tha 45 and 43 kOa
be tdantiftad aa two »orma o» tha plant homotog
(Fig. 1.tañad) rt
of
a
maüan cala, aftar Ay-NOR atarung aa uumpcaiad by hwo
totma. 30 and 37 kOa raapacttvaty [21 ] Hani. ror tha rtral
Vtr», tha putaOva axManoa eH a plañí homotogu* of th»
nucíaolar phoaptxm/iatad profcato B23 ia napoftad.
anti-mammaiían B23 ai «Ludí aa do not miaa ia*c
intatwiNrtgty, plant B23 atao anpaati aa a
, bul m* M. wkjm i* lar from m«t «cfilhrtad by
mammaUan countarparta Hnww» (Unmrmncmn m M, t «o
homologóla prca»** m piam and «ntmak hav»
baan ahown *n»
3 2 Compartwn of 2-D pela of í h * 52 í r t rac t
NI two diffwrant pntUmmÜon c o n d m o m ,
mer is temrtc vr*u* nontnehstematic cedí
Tha anaryaaa1-0 SDS-PAGE
3. i
tha S2 hmJknm of n imlrtaniaBi and paranchymattc oaH
nucí ai. In on)ar to mora c^ aady dafína thaaa dfanmoaa.
and to datarmina M thara wmrn aodrbanal biooharnioaj drl -
th* rwo fraeeona, wt ha%» anatywd thaaa *rac*0na by 2
DE (IEF/SOS-PAOE). Aa wm dM in tha SOS PAGE atuoy.
th# anatyala by 2-0t oonaMAad of tha oompanaon fin trtp-
Ncata) oí protain lamptat (100 MS «aoh). fmm manate-
matic oaaa, and nonmariatamaUc oaaa of Via root Pro
taina wera datactad by tha aanaltlna atvar atanmg math-
od ConTpartaonofthanumbarolprotarn apota datactad
in tha two «ampia» rwuaalad ügnificant diWaranowt. The
2004 WILEY-VCH Vertag GmbH « Co KGaA. Wainhaim
nacho and F J Madna
J t l
I . i-O gal
w
*
(A*,) maifcer» «re shown tn kOá. Tba apote <n th» «tudy
as to tha nimbar.
of 3-10
nanga, than
on a 12H SOS gal
tn • mng» betwaan 130 kOa and
of apote can be appjrwoiai«Ki
•xtract from meristamobc c*l is contornad 384 apote (SO
t 6.5). «nemas tne nonmertstematk: «ampie contarle)
oníy 209 spots (SO _ 7 4) (Rgs 2 and 3). TN»
that th* l«v«ls oí a oonsiderabl» nvnbar o* n u d a * RNP»
are dinjetty knked to the prooaaa of oal proNfaration.
=h protein spot d«4«ct«d on tha 2-
Ogat uainQ fiva cofnigratmQ martcar pfo-
spots warv dtstrtmtad in a range batween 130 kOa and
30 kO«, w d i n l h * 3-10 p/ i*nt)a. Tha M, and pf data
»uaad to oonatruct a virtual- 2-0 gal o» tha Mmplaa.
3. Corr^simbvm quantitative ovaluation ol tha 2-
DE panams (ram ttw actubto nuctoar prafain ertract»
otot*o«d tiom merlstamatk: an<J nonmartatamatte oat».
Pattems of 2-OE gata trom me two «ampie» war» aupar-
•fnposad by ustng ttw PDOuest software (Bio-Rad) TM»
molhod aMowad ««• produetton of a 'vtrtuaT gal oontajn-
«g tha apota batonglng to aNhar ana or tha othar «ampte.
and tha idertífleatton of the spots wh«*i * « • repmaantad
•n both pattams (whatever th«r staning (utanatty. whtoh
*as hanjly C5o»y>d«nt} «nd moa» apaoWta tar only ona ol
them. Numortc data resulting from thia Virtual1 gal
griiKualy mproaanlod
On*-to-ona oomparwon oí mariaMmaOc and flonmtrtrt»
matte 2-OE pari«rni ndteatad thai a total of 464 indtvtdu-
af apots om«d ba diaurtt>»iiiad tn a vrtuai' gal obtatnad
oy aoonon a* vía panamá ooovnaa wwn v>a pmaana OF
tha two oafi typaa uwnq POOuaat «oftwani irrtanaattnay,
more than a hafl of tha apote w 1ha virtual pattam C2S&
. 93 7% o> tha totaf) ware apaoMc for tha fr^artatattiattc
reaa 17H (80 apote) o are on)y tound m the
of dManmnatad oata. Tha remammg i?9 apot»
W w o p IH, ano p» in DOVI U m p m . nougn
thay ofien dMrered tn ataireng mtonMTy dapandtng on tha
proMaraOv* oat oondWon (F*g 31 )«ow»af, atnoa attwar
ataming « not ouantttattv*. «m dk> not *tt«mr* to quanofy
mon to botti aamplaa
analy» dWa m pí, apote ttmrm
thre» group». namaty 3-6 íaotdte). 6 1-7 íaokJta/naotrat).
and 1 1-10 (fwufraVbaaic) p/ 'ano» i n -*»1"-*1 of th« two
»ai iM—(tt**»1 ) Tht»analy»*»damona»ata<1 «ignmcani
. aigniacarwy, naanynaw
of tha pflpMos o* tfw artraut»
ware dwtrtbutad m tha airtretna
majonTy oí spots wi on
m the oantoaJ íao*oic/rwwtraf) ranga
TaMa 1. o* th« apote oatactad by 2 OE h
3.0-5.0
5.1-7.0
7.1-10
•bJtty
M«fWgna1>c
97
214
73
%
5 5 7
36
17
pítiatic %
\72
ti
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3.3 Wtoster n btotting appttcatkms tor dafcttrtg
laofoons o* NopAlOO
embkXofth»
a sat of 28 spots. Compartaon of tha Wsstam biot witfi the
ongm* 2-DE gal damonatratad tfuc thaa* spots wera the
sama as tha chistar of 100 kOa tdantMad wRh Ag MOR
(rig. 4c). I T M M fpoa wflf* n m u t n n n pr
fi«m 4 3-6 6. and tftty oouM be amngtd tn two
ln th« mor» mátí part oí tfw pl ranga. Ifw
»ckM*togstri«r. toontog a 'protain Inin' (Rg. 4c. *
t»r1).lnthemon> neutrai portion ofttwgei. individual apota
appaare ij bsttsr dM«rsnbatad (Hg. 4c. dustarZ).
Waatam btots o* m# 32 tracbon from •ttC
i (F*g. 4b) ateo contanod a set of spots whoa* moiac-
uiar mas* is 100 kDa (Rg. 4«). hk>w«v«r, in thés c u * tt» p/
ranga was abbreviated (4.8-6.1). and. mora «tgnificantly.
oon«apon(|k>g
M th» mafor pujl—i al
and RB aKpnaaaon ••
OSOS-MOEandtrw
Wotttng ndkoaajng «uri NopAlOO
mS3 •rtrsoUn
Sino» » was known tfiat NopA100 wa* • htghty phoapho
rotain. wa hypothsattad that NopAlOO awjfmi<is
i oy c~vc (wasBam otorang mtgrn oxjrraapona K>
stss of pfyjepnpryKbon oí th» pujUnn To taat
whatharor not thw hypcthaai* was *roa. w» t»wrt*3 tha 52
tasa masutjad tn Saetton 2 10) to daphoaphor>4ate th*
promna, ano anarjrzaa m# procens Dy ^-ut ana wassam
Uortine wNh ant-UopA 100 As shown in ñ g 4«. the
NopAlOO apota warntaashataroganaous aftsr traatmant
Meristematic Non-meristematic
WB
Figura4. FtrmrvmHLb)
tton o4 Ina nucHtofcn Uk« ruolao-
tar protam NopAlOO by W—»>m
fWB). usmg a
2-DE
AP +
WB
ntaponding wnagc
tn2-0€
tha i * '
modal roe* osN typas, namaly
9Dtí nmmdrttniinsflc íhav
ond m » ic. di Pattnm of «pote
? DE 9 * t stamed
( th« sama fagíons
in £a| and (b).
."TI
S9 7.0
«m btotting wlth the same con-
dWons of |a|, but the protaln
wa» pmtousty daphos-
wHh a r * NopAlOO in
OBMS (a) The oor-
nxtgh a p/ ranoe of 4 3-6 6 A total
of 26 spots couW be idantlfled. wh»oh coutd be grouped in two aubckisters. th» marortty of Iham oornmpondtng to the mam
atíó oondition. The srtuation was síwwn to be vary difíersnt in ommwitBtamatic oa«s. in whJofí 1he tmmunoraaction was
muen w«aker <b), thepí range was shortenacJ and ttia numbar of da*ect*d spots wa* drsaftoafy fwduoad to onty 7
rting ta the* pí (d) W**tem btottiog aflwr dat]«xwphoryiaOon fot s oYsmaticp into two categorias acconüg  ^
shortentng of the p/ of tha tanja! spots, ss weti as a dispt*c«rr»«rrt towawla ths baste f»gtan. w W > *no»wcgy te
that the wtda and numeróos rang» of spot* detacted in the native extrae* oomjaponds to phos|rf»-*ao*orrr» of ttn» proWn.
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wardi tha
-Carmeno and F J
MopAlOO
p
NopAlOO pmttn paltem * M mdteflng^ahat
of Ow atartmg (Twtartal (nal ihown
3.4 Determí natton ol tt>e pl of Ag-NOfl pro temí
trom 2-DE Western btottmg
Ag-NOR «twnng proltint from 2-DE crt S2 (
of menstematc cea» mmrm analyzed. (n« mejor1
cí 120, i00.ÍWand43kDewereidentHled<F^ í.) Thepf
r»ng* of th» 100 kD* p»ot«^i W Í S d«<*mwked to b* b#-
tv»aen 4 3-6.0. and corresponded to the «anea OÍ protam
apota detectad by Waetem btamng wrth artt-NopAlOO
10
- I
-UtQ.
í i l
Figura & OKeotton of Ag-NOR «temed protema «ñor 2
DE o* tha aolubto rtuotoar frtcflon from menstamatic rx#*
Soluble nuclear protewi axtrects war« aeparmed by 2 DE.
onto PVDF mombrirm and Otan atatn«d by
the aatectiy Ao-NOñ stam The comaapoodtoq total
twn staining « shown ri Fig 2a 2-D Ag-NOR
the same protsins whic i^ apvoanrt stsirwd to th#
provküng omiylainaiilaiy intonnation on
ttmn. VMM, th» nuctooin-»* p»ol*ri NopA100 appaved
stainad w«fi a pf ranga baMmtn 4 3-6 0 flong arrow at Ihe
tcjp). mterwbngiy. me less ackjtc iaoforms o» NopAlOO
(preeumably the l a » phoaphorytoted) * « no< «tatnad
by Ag-NOR Alao. tha 120 kOa Ag-NOR protón, putativ»
pncunor of NopAI 00, wat d«tect»d as a apo« ««h a pf rf
5.1 larrownaed). A protewi of 64 kDa and 4.0-6.7 pi ranga
corraaponds to th» pr*viou«*y <Jaacnt»«l nuc*eolin-m*at«cl
f*jpA64. and ooukJ ba oonaidared as a protaofybc frag
rnert o* NopAlOO fdaanad arrow). Finally, tha chibara o*
43-42 kDa. disptoying pte betwean 4.9 and 5 1. and 4 3-
4.9. raapactt¥«fy (a pair of amows nt thm bottom) corm-
spond to tha oñtoo homologue» of the mai ""telan
phospnoproteins B23. Mantara of motecUer
in
WoWnQ o'
mo u pr cu o i, vio w n
««lated to nualeattn. NapAA4
by 2-OE Ag-NOR Matning. w«(h a p/ b»
of NapAlOO, * nwuH oí rt» p^y**o-og-c* pnoteofyWft.
imoeas ortucxi ñas Dean oeaonoea Dam <n
133. 24] and in onwn oaea (Oanzatei
<n pivpen*on) Apn>-
tatn al the u m e lawai of fJ4 kOa M I alao detectad after
[21), Fwiafy, tft* on«n homologue» ol th# memnvili«ri
B23 «ere ateo detectad by AgNOR
Dano o* * J *XLM oonMiM o» • CUJIIM OÍ
apota w«h a very «rnMad p/ ranga <4.9-6.1}, wh«a tha aec-
ond bend of 42 kOa. demonatrated a moni entended pf
3.S Imrnunocytochemical uftrsstructural
local iut ion of NopAlOO
Wt nave tovnunútocetewJ HopAlOO in onton oetla at thm
fTéjuaoupa leveí (fig. 6) Tha
to mt nuoleokM. orty • fww pa
aionaty aaan In tha remamúer of the nudeua or the cyto-
f^A^ajeaflt Cei efft^eafW^a^^tfeBj 4t%^h É^H Ar^A^av^a^a1 I^afr^^a^^e1^#4 Aaiede^B^akJ^^^4 4
bemoatty over tha dense ftbrttar oomponani ( D f p «nd
tha pertphery of tha «brMar cantan <FC> Thi» dMrtMbon
™<Ufcrt«n>«ftjnr«Jonelro*«n»thí»Drote^^tren»cyS'»0'>o'
í1ho*ornrt QMTWK arwí in Ihe nerty pfooaaaing of the pfinri
boeomat precuraor in the nuotaolut
4 Díscusston
In INa vrark we have anaVzed the 2-D pattern of the »ot
utM* fracbon of nvotaw ptute*»* from d*widrig (menata-
nrwtic) and nondMdng fnoomenatemattc) onton root i
Thü tracttan ia anrtchad in RNP» acoVa in ruotear RNA
metabokam, mckjdrtg nuoleoiar protetn» lnvoK>ed tn pr»
and pmoesaing tn order to
thoee proKtmR rdatad to the
mecharaama of oal praianBon and oel cyde piu^iea-
•Ion, a oompanaon waa mad« behwaen tha pnMem p*t-
tam ahown by acttvety ptotfurating oeas (menatamaOcl
and nonpWMteraong oaaa foWamntvÉad] fmm the anión
root. Si*w staining of the
SOS PAGE mede t
and 209 spots in tan
»ract»ona*ad by lEF/1
to detecft ss much a» 384
i manatamatic and nonmer-
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Figure • . Electron rrüanseooptc
k>oatttattoo of
m in* onon
oat nuessoiu*
AmonQ
>of9 taradas (arre**), or
as s*no> partíate*, tocaiedmth»
> ftirtsar oompunam fDFQ,
*t the aunoundings of
centén (FC1 GC granu-
lar oompon«rrt. v nuoteotar va-
ouote Bar rxfccsta» 1 um
cells. nwpectvety Overatl companson of 2-DE
pattams from both bsaues mdtcated that 54 9 H and
17.2% of tha spots were spectfic toe martatsmaflc and
nonmenstemattc oai nucM. naapacBuarf The ramatnmg
tdanbcal M, and pf, aven tnough thay oten dMarad m
•nransiTy Davwaen me n o sampws i r^9 ¿ -u gat
of the nuclear extract» were analyred
softwani ganarattng refaranoe mapii thiit
us wfth intormatton
(theseproteins.
>Maatarn blots of th« 2-DE pattams with an antí NopA 100
arrttxxJy pravtdad aubatantlai mfomwtion on the betavior
(4, 18. 26-27J m particu4ar, v» hav* tound «vktonot of
bo»i quaHative and quantrtativa dMteraocw io the two
oaflular stagas stuowd. Our data demónstrate that
NopAlOO ka much mora abundant ¡n preMerafeng
in nonmenstematic Purthar, the number of 2-DE
spots oorraaponding to isoforms of tris protem is muoh
i mertstematic ceas. As this
üpon tnMÉfnenft wWi aJkapo
woutd auggest that most of theae isoforms i
ferent phoaphorytation states of the protain TNs oonotu-
sion is consistent wtth pmvious studies deabng wrth the
cnaractenzatron of nucteoin and nucfeoin-ike protains.
In every tsxonomtc group in which this protein (or its hom-
ologues) has been identiñed. it has been demonstratad to
be a phosphopmtain [10. 27-32). Consistent *rtti
observaDons. ws nave «ound thai MopAlOO w the mosi
Ngrtfy phosphorytated protam m the S2 axtract ton pro
Merattng oreon o ü nudat (Gonrah«-Camaoho. Os Car-
oer. CaicMo and Maana. manusonpi submtttod «or pub-
Sino* MopAlOO Oapieyt a wWSa ranga of phos-
i tn pnaarananng osas, and thts twngm »
ahoftaned m i iu i iuu>fUi>u osNs. w* woutd
suggaat that tha actMry of the pratam is m o d u t f Ú by
y. our data pmvtoe evtdt
two «poto of about 120 kOa wa* detecten by Weetem
wtth an«-NapA100 anBbody. and «too by Ag
stakimg, in both cate* «H» tne same M, arxj p/
tiated ceas N is lutaiaaBJuy to ntítm that a precursor of
i been O>sM«Jed in aome cases Í33) Immu-
anafysñ uaing reein-em&edded ttesua,
demónstrate^ that NopAi 00 tocatas* In nuoieotor subdo-
mams constaten! wtth a putsttve role in pm-rRNA tran-
aortptlon and aany prc oasslng |4)
The sum of our obsarvsfrore an^ oonsisterit wttfi th#i hy-
potfieaii that NopAlOO is the onion homologue of
matan nuotaoan. The two pmtains damonalns
identtcai nucteoJar locaUzation, the y have sroiar M, and
p/. *nd both are phoaphnpwteárii Mowevar, the dwfinttfv*
prooí of this hypothem awaits the demonstrsbon of the
sequenoa of NopAtOO In adoWon. moleoular otoñas of
Ihe mRMA for NopA100 * • a*ow us to oontwm or dtecam
the tdenttty of the 120 fcDa pmtein as a tiut precursor of
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MopAlOO
c* 43 and 42 kOs wMeh
as ffM homotoguea o* tn
The Ag-MOA stamng method has b m a ueehJ taoi tor
tne htantMoatton o( the matar prtoaphoproetfns relatad lo
the nudadar organizar región» (ÑOR) lo tftfa regard. K »
? : lar our
(•»
intarHOng to npt* ihat th« bKftmanatonaJ pattam
ha» tww
1) th> n »
of a li ai *h>^ of nuotear protalns arfiiuh •• known to be
tn fwbkonuoteopiQSains., and fb] tti# un* of tti#
hod. h.no»wn to i W * 1
to oai proWarejeon Wnen are
our Ag M0« etajnino, of the S? fraovons wfth
by Ag-NOR stajnjng m our laboratory •
no* KJWIIIL I > XO n » p tovn repon to vof
*rt)un (21J. *n *p«* o* «om#
of Ag-NOR and 2-OE m m» *Wyi»
*» dtfl—nt béok^cal systvma wo-Jd
NopAIOO. w»
of tha 2-O€
matlan
to oon*rm that AgMOn
for flwdutfoy
i o# usso for tfw ormctaWtEaroon of fvspcctivs nocnoí-
ogouB pnrrwT m ornar <
fnattiods lordiwcl
txm of protoms from large geranio databaaas uamg p«p-
bde aaquanca tags obtainad by M&WS Thaaa mathocte
hav» be«n usad in AratMdopsis th**n
m humana f7. 8. 37-30). Hovwvsr. thair U H ha* baan
fad—laü by the «jdstenca of sequanoad geno-
I r r SáW^ t-ii r>l r> r^fi a l ^w^^u^^bl^ Un • t .^f^ t i l a 11 fcl i • i ^ / ^
Smca O'Fanan ntfoduoad 2-0 PAGE [41J.
naa oaan rwcognzwo as nw moai arracwvw, rapta
m piants, auoh as tnat i aportad
heve ytetded useful Information on tha
teta changas Th« «ntormeoon próvidas
5 Concktdmg remarks
Thl«ldanB«<^a>»ofcand.(lai*a0ot*mu*tb«foSow«dby
of otnartachraques, m.g. WaataiTi btotttng or
of ihe apota praviouBfy
rdentüy or to próvida sequanoa
«or tha tdenttftuation of tha pnjtem in
Suon s study wti «rtotudc m saaiili tor homoto
aa^a>A aai Bb^aaLA*^ aVLtf41 aaW_^ aaai^k^^á*. n i ^ ^ ^ ^ , . L ^ .a— , ^^^a ^ ^ ,
 B t
mal a> uaymio ina feecn ov rnany laDOraxones. m
our oprnen tha oombmation of protein fncbonatton
basad on soajbty or anothar rapxj fractionation pmto
cd. 2-0t and atver stajnmg próvidas an advantageoua
method wfth whtoh to onaraotertea a oa« type or obtam
evtdenos wffh raspad to oaü groiwth. efe The cnaracten-
akaaALaaafei J^M A k ^ a H Bk. ^ak^ahai i — *—• —• —• -^ -«• ^ •^•- * - _ _ _ •• ^ ^_ i __ A • * •
repon o> oai typas ueng auDpnMeornss ootainad with
tunottonaj emana, wm faoMtata tha •SBIUIL tdentutoatton
and oharadefizajOon of tunctmrutfty ™i»vatri ¡
a starttng point for the ttentificetton of thoas spots tnst
aje oanoiOBias wir Tuncoonawy wgnwicarn p n a m .
advanca)d obfeoSve can be echéeved by dMfeiwit i
mathoOa, suon as mtemal pepoda mKjuewjuwoctng
or Édmen aeQuencing. and meas spactrometrY
TOF MS or M&MS) f43. 44].
to Pmf tmwmno» I
mhm fv&on&th» rtmnncript. inrAjd
mg n Bng0ah utyt* Tna >acnn*oaf atasjn i n of M* Mmr
oaoaa Camota ra gmtmfijity m^rtowimrHfmi Th<%
Thai appmad"! To oblaining infor-
ón nucteolar proteins rslated to ceíl protiferation
evants in s speoies wrthotjt avaáabte genomic jnforms-
tlon, uaing tne random spots anafyvH, would hsvs
•nvotved an anormoua amourrt of work rf aaoh spot from
tne total nuclear or nuctaolar proteoms were to be ana-
ryxed and oompared wtth each other and/or w«m tha avaff-
«bta informatwr* from putaUva homotogous protem» of
; (45]. AKhougti ws I
by « gnnt fhxn the Spantsh Nstional Plan
ñor flaaaawrn, Qw a^Honmanf and tnnovahon. Gnnt No
ESP1999-O3r9-CO2-O2 and Wb ESP2O01-4S22 P€
3003
14 2003
6 Refervnces
more or lea
that tha final oomplaUon of an orgarnm prutoorrw w<«
r»quin> th« conwtation o* th« partía» sequ«no« anaty*s of
tneexpressed protains with genomic data, our atratagy
próvidas a rapid tecnrüque for the iniüal ktontlftcatfon of
prataina wtxiaa ngutatton may in tari cort*at« wKh oat
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ABSTRACT
Thc mmc "Nuclcolar Protciru" rcfcn to protciiu thal can be localizad m mu in thc
nueleolus. (bey lakc a parí in nhosomc biogcncMv bul ihc> tre mK cnnMituctitv ni thc maturo
nbosome Somc nuclcolar protetns inieraci wilh fac«of> Of mccfuniMm (.ormollinf: <cil
proliferation and cell eyele progresión, ihus hnkmg ibcsc crucial ccllular proccvscs wtih
nbosomc biogénesis The most importan! pmtein of ihts gmup n nuclcohn. thc major nuclcolar
proteín of activcly prolifcrating cells H ts a multifunctional proicin. a&Mxiatcd with difTcrcni
step*» of nbosomc biogénesis, from transcnption to nuclcolus-cytopiasmic ihuttlmg Nuclcolin
undergocs posttransiationa] modificatiom which modulatc rts functional role, such as
phosphorylation. in which tunases involved in ccll eyele control, namcly cdc2 kinasc and casan
lunasc 2 are thc agents. Othcr nuclcolar proteins which wcrc devenbed and charactcn/cd in plant
cclls are also reviewcd. such as fibnllann. thc complex of RNA polymcrastc I and its
transcription factors (especial I y upstrcam binding faetón), B23. Noppl40 and a Mibgroup of
nuclcolar proteins which, likc nuclcohn. are dctcctcd by thc cytochcrnical »uiining rncihod callcd
"Ag-NOR" (silver staining of thc nucleolw organizer). a popular procedufe for esiimating thc
ccll prolíferation capabilitics. A considerable advance in sotvmg ihc pending qucstions of this
rescarch ficld will be done ín an immcdiatc futurc with thc apphcation of modern pnMcomic
Icchnologics. whosc potcntiality in plants. mostly in rclationship with thc availabihn or noi «>1
sequenced genomes, is analyzcd in thc final scction of thc paper
INTRODUCT1ON
Thc nueleolus ís a nuclear promincnl organcllc sf>cctalizcd in a.sscmbhng thc ccllular
machincry for thc biogénesis of cytoplasmic ribosomc* All steps of thc process are organi/cd in
thi> nuclear tcmtory, from thc tTanscnption of rRNA gene* to thc expon of ihc maiurc producís
to thc cytoplasm Throughout ihc diffcrcnt steps <'f nbosomc nynthcsu. many prnicms
spccializcd roles cithcr as c n / y m e . or rcgulatory factor», of even ajtsunng ihc
arrangemcni of ihc PTOCCKS In general, two mam groups can be made uiih the protems* prcscni in
thc nueleolus: onc group compnscs the pmtcins which will be presctit in maniré nbosomes. a»
constituting clcmcnts. these are called "nbo'somal proteins* Thc sccond group is ffirmcd by
proteins which associaic to ribosomal precursors only m a transitory *ay. whtlc Ihcy play thciT
role, but they never Icavc the nueleolus. and. consequcntly. they cannot be retneved from maturc
ríbosomes. They are known as "nuclcolar nonnbosomal proteins" or, simply, as "nuclcolar
proteins". Only a few of these nuclcolar proleins nave been well charactcrízcd, and thc
mechanisms by which they function are not cntircly defíned This group incíudcs proteins
Kimultancously connected to nbosomc biogénesis and to ccll prolíferation and cel] eyek
regulation. such as nuclcohn, fibnllarin and B23. This simultaneous conneetton is oí ihc highcst
interest, stncc it allows the study of a single ccllular process in relaiionship with ihc general
functional strategies of thc ccll Othcrwrsc. this pTovides htghly valuable nuclcolar markets for
estimating the ccllular proliferarion status and 1hc ccll eyek progresston
NUCLEOLIN
This phosphoprotctn was first identifica and sequenced in mammals []], although H was
evidenced that it is conserved in plants [2. 3, 4. 5, 6] and ycast ÍNSR1 and GAR2) [7. 8) with a
high degrec of structural and functional homology Ohginally tt was called C23 [9]
Nuclcolin is thc major nuclcolar protein of activcly prolifcrating cclls. in which it
accounts for lo*/» of the total protetn contení of thc nueleolus. whcrcas its levéis dramatically
drop m diftcrcntiatcd cells In uut, thcrc i< a conrlation Kctwccn thc nucí colín Icvclt «id thc
ccllular prohfcrattngictivity
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Figure 1.- Mammalian Nucleolin Sequencc obtaincd frotn Swisi-Prot Datábase ÍP1Q33R> (a), ani
schematic representation of protein domains fb) Bnld lettcrs in thc sequcncc indícate thc follovuní
domains:
Actdic/Scnn(Ac/ScT): 24^0:142-170; IH4-20S. 233-270.
RNA Rccognition MotifeíRRMI. RRM2. RRM3. RRM4): 306-382; 392-465. 4B5-S.W; 571-643
Glycin and Argtnin-Rich (GAR): 645-694
Undcrlincd letters correspond to the bipartitc nuclear localizaron stgnal (NLS).
The main difference betwecn thc mammalian nucleolin and thc plant and ycatf nucieolin-lili
proteins ís the existence of only r*o RRMs m thc íatter.
Nucleolin is organi/cd in structuraJ domainc wtuch. in turn. rrflevi iiiitcum 1 uní t tonal
activitics (Fig. I) This modular stnictiuc can alio be found in othet nuclcolai pnxcmv vui li .i-
fibnllarin and B23 (sec following vcctioni) In ihc ca*c of nucleolin there t% a tnpartitc Mruiturc
the «mino terminal domatn contains a tenes of actdtc fequcncct, mtcrvpcrwrd with ba»tc región*
which are variable in number dependí ng on the speocs This pnMcin kcgmcnt conuin^ man y
ptilcnti.il pticsphi't si tiu'ti sites, which tn.is hv iirgrta of cdc2 ktnaac Of ca*cin kinasc 2 <( K2(
(10, II] . and atso contain.s a bipartilc nuclear Wali/ation si p u l The central domain contains
four conserved mc*tifs of RNA bmding (RNA-bindmg domatns HlilK or RNA rec
motifs • RRMs) in vertebrales, and only two of thcm in plañís and ycasi Fmally. the
terminal domain appcars. to be highly conserved berreen specics and it i& nch in the ammoacid*
glycin and arginin <GAR domain) [12]. Both amino- and carboni icrminal domains medíale
pTotcin-protcin intcractions, for insiancc with Hl histonc. I J*M>ORNPS and nhoMimal protcins.
(13, 14, 15. 16]. OthcTwise, GAR domatn may also inicract unspcciftcaJIy vnth single Mrandcd
nucleic actds [17]. The central región mediales tntcractions wiife prc-rRNA by mcans of the
RRMs. A considerable list of protems has been desenbed in nurnerous organismo &howtng
functional and or structural rclationíihips with nucleolin. Thcse proteim are known. in general, as
"nucleohn-likc" protcins [18]. Aminoacid soquenecs of somc of thcm are publicly availablc in
Swissprot and TrEMBL databases (Tablc I).
Access Number
P19338
P1577I
POS 199
P09405
PI3383
P20.197
P27476
P4IS9I
Q27I99
Q9LIH8
Q40363
Q41042
Q8LNZ4
AAO22235
Q9U8P6
Q8QFS6
Q8IS70
Q95PU8
Q9I9I1
Organism
Human
Chicken
Hámster
Mousc
Ral
Xenopus iaevis
S. cerevisiac
S ptimbc
Tetrahymena ihernutphiia
Arabidopsis
Alfalfa
Pea
Tobacco
Carp
Cierna iniestinalix
Triturus carnifex
Euprymna scoiopes
Chironnmus tentara
Oncorhynchus myka i <
Ñame
Nucleolin (C23)
Nuclcolm
Nucleolin
Nuclcolm
\ K leolm
Nucleolin
NSRI
Gar2
Nucleolm likc
NuMsl
Nucleolin
Nucleolin
Nucleolin-likc
Nuclcolm Fragmcnt
Nuclcolm Fragmcnt
Nuclcolm Fragmcnt
Núcleo! in Fragmcnt
No of
aminoácido
706
694
713
706
712
650
414
500
476
610
635
6 | |
620
693
529
138
161
513
255
Tabk I.- Access numbers to Swiss-Prot or TrEMBL datahas.es of nucleolin or nuclcohn-likc
protcins from difTerent organtsms Full mformation can be retncvcd from the following URLs:
http WWTA ebi ac uk swissprot/acce».html
hrtp ://us. ejtpasy.org/sprot
httr srs embl-heiclelbcTg.de:8O00/
Thc modular siructurc of nuclcohn t i a rcflectton of ttt muliifuncttotuli^ Nucicolm
functiona) roles in modulatton of nbosomal chromatin ttructurc. H>NA traokcnplion. carl>
transcript procc*sing. I Í M M •MCtuM) and nuclcoluvi;>1i>p1avm bhutthng htm b M i
descfibcd. and evcn somc cxtranuclcnlar functionk, such as RNA potymcra«r II trativuiptum
regulafion and a ccn.-nn role as a conslttucnt of thc rnRNA "«plicco*omc" have rcccntly been
attributcd to it (19], With regard* to tts role m prc-rRNA pnxcuing (thc bc*t kn«un <>t iiv
functions), it has been proposed that nuclcnlm coutd be onc of thc fir*t f ic ion taking parí in ihis
procese; nuclcohn could intcrad with prc rRNA tr.inv.np1 and takc a parí in thc (omiation oí thc
processing complex. by rccruiting difTercnt faciorv such as I * snoRNP [15] Nuclcohn could
bind 5* extemal transenbed spaccr (KTSMhrough thc RNA-btnding domains. and thxs nucleolin
prc-rRNA binding could be a prercquisitc for ihc firsi procc&Mng step. which conu*t& of thc
excisión of 5*ETS. Thc role of nuclcolin could be dccisivc in promoting a wxondary struciurc tn
prc-rRNA. so that thc correct folding of prc-rRNA would makc possiblc its processing [20. 21 .
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Rcgardtng thc nuclcolus-cyloplasm shuttling \21]. thc CiAR domain could be insolved in
it through ihc mcthytation of arginms. as tt was dcmnnvtr.itcd for Npl 3p and Hrplp pmtcins of
Soccharomyces cerevisiae [24]. Furthermorc. Ciinist>- ct al [25] suggeM thai thc mcthylatKin of
this domain could regúlate nuclcohn binding to nuclcic acíds.. and also could takc a pan in
protcin-protcin intcractions. Thc GAR domain could also be tnvolved in thc nutlcolar
localizaron of nuclcohn; in fact. it was demonstrated as necessary bul not sufTicicnt for nuclcolar
localization {26]. perhaps through thc knnwn ability of this domatn to intcract with other
nuclcolar factors [27, 28]. Actually. it is known that nuclcohn scqucncc contains indccd thc
bipartitc nuclear locahzation scqucncc. but. sincc similar sequenco do not appcar to CX IM for thc
nueleolus. thc Identification of thc truc factor rcspomiblc for thc nuclcolar locahzation rcmains
spceulative [29].
Othcr funcrions described for nucleohn are thc modulation of chromatin ronddUrtion.
through iis intcradion with I I I histnnc I V 14] And a nuclcic a cid helictac •ctivtty which it
modulatcd by phosphorylation [30) In particular, it wa* demonstnted that thc human [>NA
hchca.se IV was idéntica! to nuclcohn [30], but shortty after. evidente m prc%cntcd that ihis
hchca.se activity may function cither for DNA, or for RNA. or cvcn for hctcmduplcxc* tha! may
forro bcrwccn these two (31] This is a rarc fcaturc for heltease» [32] Morcovcr. a pea
homologue of human D N A hclicasc I (PDA5) was showti to present many Mmilant ic in
localization and function with nueleolin [53]. In fact. it was locali?cd in %itu in thc sitcv n< lOHA
transenprion, ít was pho&phorylatcd by cdc2 kinase and CK2. and tt showed D N A - and RNA-
hclicasc activity. Thc molecular ma&s of this hciicase was ft? kDa. which coincides with thc
molecular mass prcviously reported for pea nuclcolm \f>] E%'cryihtng indícate* that PD<S5 and
nuclcohn are thc same protetti. thc same case as oceurred wtth human heltease IV Intcrcstmgly.
an onion nuclcohn-likc protcin was dcscribed and callcd N o p A M , showing a molecular mass of
64 kDa (5].
As above indicatcd. nueleolin multifünctionahry is based on its modular srnicturc. but
tfiis organization is also indtrcctly rcsponsiblc for thc abitity of nuclcohn to undergo
posttranslational modifications, such as phosphorylarion. mcthylation and protcolysi*. which
actually give the final account of somc kcy functions
Nucíeolin participatton in thc control of rRNA gene tran«nption at difTercnt levéis is
closcly Imkcd to its phosphorylation by cdc2 kinasc and CK2, ln fact. thc aminoacid scqucncc of
nuclcohn, in animáis as well as in plante, contains sequences correspondíng to potcntial sites of
phosphorylation by these cnzymes [4, 10, 34]. Dunng intcrphasc CK2 phosphorylatcs nueleolin
in serme residucs and this fact influenecs thc ratc of rDNA transenption. dunng mitosis, cdc2
kinase phosphorylates the protcin in tyTosin residucs. thus modulating ríbosomal chromatin
condensaron rn conjunction with H l histone ln general, phosphorylation by cdc2 kinasc and
( k2 are proccsses rclatcd lo thc ccll cyclc rcguUiicHi. %n thaf ihc twn kinaKCK are actual)) ihc
cooneciing lmk between núcleo! i n. ccll eyele aml nhnvtme hio^mcviv
the hnk bctwccn ccll proltfcraiion and nucleohn phospharylaticin tuu bcen inveMij-MUil
in our group Wc showed in bidimcnstonal Wctfcrn hlots ihat ihc nuigc of uoclcctric poini ol ihc
isoforms of NopAlOO (thc onton nuclcolin homologue) in mcmtcmatic htghly pmltferahnK ccll»
is markcdiy largcr than ihat shown in diflcrcnnaicd nonprohfcrating ccll:*. (A 1 6 6 vertir» 4 v
'> I I Morcovcr. thc number of isnforms rccognircd by anti NopAlOO antibody i* dnmaiically
reduced from 26 in mcnstcmalic cclls lo only 7 in diffcrrnliatcd non proiifcrating ccll*. A
dcphosphorylation assay on thc tnenstematic ccll populahon cvidcnccd that thc difYcrcntial
amount of phosphatc group*. was thc cause of thc widc range of IWVCICCITK puní ühown by this
ccltular type [35]
AnothcT mechamsm of tnodulation of nuclcolin activity is prottolysi» In proiifcrafing
ccll populations. in which nuclcolin is Thc major nuclcolar protcm. using anii-nuclcohn
antibi>dics on Western blots of nuclear or nuclcolar protcm fractions. a senes nf bands. lowcr in
molecular mass and weaker in dcnsity. is dclcctcd togcihcr with thc mam band corrcsponding to
"truc" nuclcolin. Thcsc additional bands correspond to a "family" of protcins. immunologically
rclatcd. coming from nuclcoltn protcolysis (36). Thc mcchani&m of protcolysiv mcdiated by an
endoprotcase. could be based in thc cxistcncc of repcated motifs which could serve a* ckavagc
sites. Nuclcoltn protcolysis is in dircel rclartonship with its activity, in such a way ihat thc
proiein could "maturc" as a result of tts interaction with pre-rRNA. A rclation&hip has hecn
observed bctwccn nuclcolar acttvity, nuclcoltn function and protcolytic degrada»ion of thc
protein [37, 38. 39J.
Morcovcr. nucleolin proteolysis is closcly linked to phosphor>lation (ombination of
these two niodificattons is esscntial for its activity Nuclcolin phosphorylatton by CK2 dunng
interpha.se is required for elcavage bctwcen thc N terminal and central domairts. and ttm
elcavage is necessary for reléase of thc transenption cnmplcx. whilc the central and C'-termmal
domains rcmatn bound to prc-rRNA and particípate in further step* of ¡ti proccí¿Mng ¡40. 41] h
has bcen proposed ihat thc intact non phosphorylated nuclcohn could bmd rDNA acimg as a
tran^cription repressor [42. 43].
Thc different functions of nuclcohn could be thc rcsuli of tts asscmbly with other factors
in otdcr to form complcxes acting in a co-ordinated manner Nuclcohn would takc part in •
ribonueleoprotein (RNPt complcx dtrected lowards thc nTgani7.ilion of prc-rRNA structurc and
its proccsstng. acting as a chaperon molcculc [21. 44] Thc first cvidcncc of this ís thc prcscncc
of nuclcoltn in thc nucicohis on dependence of thc prcscncc of prc-rRNA. whilc it may reside in
the nucleoplasm in absence of RNA [45].
Immunoprecipitation studics in human cells for ihe isolation of thc RNP complcx showed
that nuclcohn was associatcd with nonribosomal proteins B23 and fibrillarin and thc ribosomal
protetn S6 together with a group of umdcntifícd. prcsumably ribosomal proicins [46]. Sinul.n
rcsults were obtaincd by a dtffctcnt group [47]k but thc number of dctcctcd proicins mercas*cd in
60 additional ones. 40 of them ribosomal. Nuclcolin protcolytic fragmente wcrc dctcctcd in these
smdics. Proteins of the RNP complcx co-tmmunoprccipitating with nuclcoltn form an intcrcvtnu:
subgToup wtthin nuclcolar proteins. but thc absence from this suhgmup of somc of the major
nuclcolar phosphoproteins. such as NoppHO. was strikingly observed In both studics, thc need
of an integral pre-rRNA was evidenced for thc stability of thc complcx, suggcstmg that it is a
truc ribonueleoprotein complex. and not mcrely an association of proteins
UBRII I ARIN
The nucteolar protein fibrillarin was firstly dctcctcd, using a human autoantiscrum, in ihc
nuclcolar dense fibrillar component fDFC), and this result was the rcason for its namc [48]. It is a
protein highly conserved in sequence. structurc and function in difícrcnt cukaryotic organismo
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[49] Ite apparcnt molecular niau is J4-37 kt>a and. likc nuclcolin. H ik a
wilh an RNA binding dotnain in ns central parí formed by i«u highlv ccmeived scqucnccv
RNP1 and RNP2, which are tnvolved tn difTcrcni step* of prr-rRNA proecuang. mcluding itv
mcthytalton. and prcnbosomc asscmbly [51]. li contaiiu • second domain, ihc glyunc árenme
nch ((>AR) motif. which is al*» prcscni in nuclcohn («c aboveh and which could be rc^msiblc
ol thc nucleolar locahzalion ni thc prolcín (52].
Fibnllann direclly mtcracls wíth snoRNAs of thc "box C/TT group <U3. UH and I! 1.1
snoRNAS) [53] in order to form an isnnRNP complex for prc-rRNA proccssmg |S4] Funclions
attributcd to this snoRNP in ihc firsi prc-rRNA processing step (elcavage of 5' ETS) eonstituic a
basic mechanism in thc wholc procevs. guidcd by prc-rRNA mcihylation. which depends on this
group of snoRNAs, together wíth firSriliann [55].
Plant fíbrillarin was idcntificd by cross-reaction wíth human autotmmunc vera, and its
ultrastructural intranucleolar distnbution dunng ihc ccll eyele. tts presence in thc nuclear matnx
and thc varíations of its levéis depending ort thc cell diffcrentiatton si ate and thc ccll cyclc
progression wcrc shown [56. 57]. Thcsc locls are higher in prolifcrating than in nnnprHiicratm^
cclls, and G2 ccll nucleoli contain more than twicc as many fíbnllann as Gl ones This is
probabfy associatcd wíth changcs in thc nucleolar transcnptional activity which occur through
thccctlcycle[57]
Regarding its intranucicolar distríbution, as above mennoned it was firstly associatcd
wíth DFC. Howevcr, a more dctailed srudy by immunolocalization tn actively prolifcrating plañí
ce11 s showed that the protein was not evcnly distnbuted in thc DFC. bul it was conccntraicd in
thc transition zones of DFC with fibrillar centers (FCs). being progrcssively decrcasmg tn ihc
distal parts of thc DFC [57].
RNA POLVMERASE I COMPLEX
Thc cnzymatic complcx RNA polymcrasc I (RNA pol I) spccifically transcribes rRNA
genes in thc coikaryotic nuetcolus. wnh thc cxccpfion of 5 S rRNA. which is transenbetí by RNA
pol II I , outsidc of the nucleoluK In diffcrcnt organismt, and pnrticularly in plant.v RNA pol I has
been punfícd in thc form of holocn/ymc. made up by more than 30 polypcpiidcs. which. a.s a
wholc. may rcach up tn 2 Ml)a m molecular mavs [^S] |1 was ^uggcMcd that RNA pol I
 t,m
associatc wíth rransenplion factors in >hc absence of DNA. to form thc holocnzymc. and
association could be sufficicnt to actívate thc promoter rccognition and thc mitiation of
rranscnption [59]
Using antibodies against the largest «.ubunits of RNA pol I in mammalian cclK ihc
enzyme was localized in nucleolar FCs and in the chromosomal ^econdary constnction. which
corresponds to thc nucleolar organizing región (ÑOR), and contains the rRNA genes [60, 61].
However. it was repcatcdly shown that the presence of thc enzyme docs not nccc&sanly mcans
that the transenptional process i& being currently taking place tn thc sites in which ii was
dctcctcd. Immunolocalizahon of rDNA-bound RNA pol I would reveal thc presence of
ribosomal chromatin cither in transcriprion. or rcady for rranscnption [62. 63].
Among spcctfic transcription faciors for RNA pol I which regúlate its activity, thc best
known is upstrcam binding factor (UBF). This factor was «.tudied wíth great det.nl in diffcrcnt
vertebrates [64, 65] and it is thought that this is a highly conserved protcin Howevcr. it has
recently becn proposed that UBF is not presetit in plants. but only tn vertcorates [59]
Nevertheless. evidenecs for thc presence of an UBF homologue in plants were reported more
than a decade ago [56] in a srudy using a human autoanriscrum which involved its
inimunolocalization in situ and its dctection by Western blotting in HcLa. chicken. Xmapm
onion and protozoa. More recently, onion UBF was dctcctcd in thc nucleolar DFC [67, 68].
Thcrc I Í • htgh di\p.int) rcgarding ihc molecular mu.i oí I Hl in thc dillcrctii
in which u ha* been reponed [66. f»1*. 70), even though ihc iwHrlecinc point iv ..«un wk-ni
7.0. Actually, thc nece&wty of ttqucncing rhc plañí 1.11*1- ts necommf cvidcnt in oniet to
dcfimtdy clanfy thc presenoe of this factor in plañís and its putattve htmioMgv wtth vertebra*»,
PRO I U N B2J
Thís is another phosphopnnetn which is abundan! m activcly protiferanng ccll nuclcoti U
IN alst) known as numatnn. nuclcopho&min and NO38 It was desenbed in difTcrcnl animaJ
specics. wiih a molecular ma&s of 35-40 kD« [71. 72. 73, 74). Howcvcr. it has never been
desenbed in plante,
This profetn was fírstly locahzcd m thc nuclcolar granular componcni (GC) |75]. ihnugh.
in ftirthcr studies. its Iocali2ation tn thc DFC was al&o reponed ]76] Similarly as nuclcnlm and
tihnll.inn. protein B23 is associatcd with múltiple funetton* in nbosomc biogcncsi*. in this L.INC
mainly rclatcd lo prcnbosomc a&scmbly and other latcr steps of ihc procc&s |77, 78. 79]. t)thcr
functions postulatcd for this protein are as nuclcolus-cyiopl&smic shutilc [23, 27] and
transenptional rcgulator by inducing stnictura] changes in chrnmatin [K0] Mosi of these
ñmetions are rcgulatcd by phosphorylation by cychn-dcpcndcnt protein kinascs [34, 81. 12]
Moreover, a 5 isoform of typc 1 protein phosphata.se has been show-n to takc a parí in
dcphosphorylation of protcm B23 [83]. This protein has been a&sociatcd with nuclcolin and
fibríllann in thc formalion of nuclcolar RNP transitory complcxcs [27, 46].
Togethcr with nueleolin. B23 ts onc of thc mam protcias rcsponsiblc for Ag-NOR
siainmg For this rcason. and for its dcpcndcncc on ccll pro! i feral ion. il has been widcty used in
diagnostic methods for rumor detection
NappMI
This nuclcolar phosphopmtcm was desenbed as a shufOc for fibrillann and NAP57
betwccn thc nueleolus and C'ajal bodtes [84]. and al*o, wilh a more general range of transptiricd
producís, betwccn ihc nuclcnlus and thc cyioplasm (K5] AnothcT wcli charactcriTcd funcfinn of
Noppl40 is. tn the assctnbly and transport of snoRNPs In fact, 11 is onc of thc fcw proicins
capablc of binding ihc two groups of snoRNPs. namcly C/D box and H/ACA [R6] By
immunoprccipitation it was shown that Noppl40 aswKiatcs with NAP57. CK2 and twn integral
components of thc box C/D snoRNP cornplcx. fibrillainn and NAPfi5. as well as components of
Ihe H A C A snoRNP. such as GAR 1 [86] Moreover. Nopp140-snoRNP intcraction appcars lo be
conserved tn evolution. An homologous protein of Noppl40 desenbed in ycast. callcd Srp4í)p
[87] intcracts. at least, with one cías* of snoRNPs Another functions proposed for Noppl40 are
in thc maintcnancc of nuclcolar structure and its av^cmbly. by means of its intcraction with RKA
poli [88].
Thc protein NoppUO. similarly as B23, has been widcly srudied »n mammalian cclls and
their dcpcndcncc on ccll eyele and proliferation has bccti cvidcnccd. Howcver. in sptic of thc
widc knowledgc of these two protcirus in animal and ycast. and thc wcll suppí»rtcd supposition
that thcy are cvolutfvely conserved proteins, no Information cxists on thcir putative plant
homologues. Thcrcforc. it should be cncouraged thc necessity of doing thc wort lo fill this gap.
not only for getting addittonal data to complete thc plant nuclcolar protein catalogue, but also
since the information on fundamental cellular processes. such as thc nuclcolar organization thc
nuclcolus-cytoplasm transpori, the protein-protcin intcractions. thc composition of snoRNPs. thc
identity of Cajal bodies and many others. could be substantially improved.
s
As 11 has bccn rcpcalcdly mcntioncd in prcccdmg srvtionv (he locU uf cxprctMon ni
tome nuclcol.» proteins are dcpcndcni on thc cunrní ccllular prohfcnrting aetmiy, being htghly
stimulalcd wben thc ccll ts activcly ijividmg and cycltng Thi* fcaturc u adiantageous for
iitili/mg thcsc protcm* as markers ni thc ccll prohfcwtmn status Tbc simples! mnd rmxne efficicnt
method for thc practic«l sppltcation oí this fcaturc consiste oí tbc tuc of thc cytochcmical
method oí silvcr staining of thc nuckoUr organizing región (Ag-NOR »Uining), i provedure
used to delect thc nuclcolar orpani/cr m ehrotnosome prcparations [8o] It is bosed on thc
enhanced affintty of ccrtain núcleo lar proteins for thc MKCT ion» Aftcr an intense invcstigaiion
on thc maticT by diffcrrnt laborntoncs. slill today it docs nol appcar to be elcar thc chcmica)
basis of thc Ag-NOR staining. ahhough. ccitainly. Ag-NOR protems are among thc most
phosphorylatcd proteins of thc ccll [**). 91. 92. 93, 94]. Actually, thc enhanced affmity of thc
nucleolus for silvcr staining ts a fcaturc known more than a cenrury ago. alrcady reported by
Cajal [95] and latef used m cla&sic invcstigations on thc nucleolar structura) organi/atior \9t>]
In any case, it is wcll establishcd that thc intcnsity of Ag-NOR staimng. dcn&itomctncally
•ssessed, vahes in dependente of thc ccllular proiifcrating activiry [97]. and this fcaturc h,is bccn
widcly utilizad in chnical applications dcahng with diagnosis and prognosis of malignan! luniors
[98] and. reccntly. with apoptosts (99).
In thc last ycars, thc runnmg of thc Ag-NOR staining on proteins clcctrophorcticaJIy
separated and transferred to membranes has allowcd thc tdcntifícatión of thc proteins urnch
show affmity for silvcr, such as nueleolin. B23 [93, 100] and a subunit of RNA polymcrasc I
(101, 102]; these experiments nave also dclcctcd a series of minor bands whtch could correspond
to maturation producís of nueleolin. «s wcll as other still umdcntifícd proteins (103. 104]. It wa¿
detcrmtncd that the staining intcnsity ts dircctly rclated to rhc amount of pmicm [105] In
prolifcrating cclls, more than 60% of thc total staining is duc to nuclcohn and B23. whcrcaA in
nonprohfcrating cclls nuclcnlin is pr.Ktualíy undcicctcd. whercas H23 is Mili cvidcnt. although
in amounts lowcr than Ihosc cxhibttcd in thc (i I pcriod of prohfcraling cclU Thc staining
Icchmquc clcarly demónstralo! that thc máximum cxprcwion of nueleolin and H23 necurred in
G2. OthcT than these two major proicins, a 140 kl)a band also showed a clear dcpcndcncc on thc
ccll eyele pertods [ 106]
FUTURE PROSPECTS
In thc last years. thc rcsolution of bidimcnsional gcls and thcir rcproducíbility have very
much improved. In additton. protein and gene databas.es have greath dcvclopcd Thcsc faets.
together wtth thc possibility of identifying proteins by mass spectrometry (MS) mcihods. has
otTered the possibility of large seale protein studics and has open ncw roads for fundamental and
apphcd rescarch in Plant Biology. For instanec. new or improved protcomic tcchniqucs are
allowtng studics on thc forniation of protein complcxcs. thcir prcscncc or absence in ccrtain
protein fractions. organdíes or tissucs. in distinct phases of ccllular activity, or under diffcrcni
env i ron mental conditions, such as stresses. hormonc actions or infcctions.
Ncvcrthelcss. the availabiliry of protein or gene scqucnccs \s much lower in piants than m
mamrnals or yeast. and their achicvcmcnt has rcprcscntcd a challenge ÍOT Plant Biology
researchers. The progress in recent years and thc immediate expectations offered by Plañí
Prnteomics are immense [ 107, 108, 109. II0, 1II, II2]
At the present time, MS sequencing is accompanicd in many cases by arrimo terminal
sequencing by Edman rcaction [113. 114]. Only in very fcw cases thc MS approach has bccn
used cxclusively, and in thcsc cases, Arabidopsis was used as biological modcl. taking advanee
of the existence of ful! gene datábase* [115, 116].
For protcomic uudics in orgamum in which ihc gcnomc n not kcquemcd thcrc are rwo
strategies: onc of thcni i\ thc Identification oí proteim «Hcf obtaiAtRg tag tequenoc* by
spectrometry (ESI MS MS. or MAI PI TU | I'SI» Then. gencrated ESTs would be compared
with thc cataJog of known geoet, or by mcmis of timilarttics I Mng t tm strategy. MathcMu> el al
[117] inereased up to 45% the idcntificatión of pmicin* ol ihc alfalfa nmi from an initial 25%
which had bccn identificd using protcin datah.isc* Thcy pri>po*cd thc siniultancous uiili/;ition o)
múltiple datábase* (proteins. genes and ESTs). although ihis strategy rcquircs that thc genome is
al kast partially known
A second strategy is thc companson of aminoacid scqucnccs gencrated from MS MS.
M Al DI-TOF PSD or Edman with sequenecs availablc tn daiabju.es. and further Identification b>
homology wtth prcviously cmsttng sequenecs Howevcr. wben ibc biológica] modcls have non-
scqucnccd genomes. thc ability for idcntifymg proteins depends on thc contení* of datah.tso
and the aiternattve of identifymg by interspccific cross-similitudc is limited by thc relame
distante bctwccn organisms. i f this distance is long. thc probabiltty of idcntifying protcins
dccrcases[H8]
A catalogue of núcleo! ar protcins has been alrcady obtaincd. for human cells [ 114, 120],
with an approximate number of 350 proteins. although onty less than 100 are attnbuted a known
function. Intcrestingly. this set of protcins contams a sizcable portion whosc function is not
rclatcd to thc "typical" nuclcolar function. namcly nbosomc biogénesis. As indi caled, ihc
performance of a similar analysis in plants, with thc possible exception of Arabidopsis. is much
more difficult. Thereforc. the aticrnstivc is a proteomic analysts of thc nueleolus using fundional
entena for selecting seis of protcins to identify and charaelenze One of thc more intcrcsting
stralcgies for this sclection is immunoprccipitation [46. 47], by mcans of which proleins
belonging to a complcx. associatcd to a given protcin. which co-operate in a ccrlain funcí ion. can
be tsolated.
In our case, with thc onion cell nueleolus. wc have camed out thc Uudy of nucleolar
protcins associated with ccll proliferation by sclccting a protcm fraciion using solubility entena
with ninctional significance (121. 122] and then compannp this fraction in mcnsicmatit
(proliferating) and non-menstematic (differcntiated. non-pmlifcrating) fx>ot cells Specíal
attention was given to thc Identification and chamctcn/ation of thc nmnn nucleolin homologue,
which was called NopAIOO. and to study its pmttranslational modification^. snch as
phosphorylalton and protcolysis. which modulate its function throughout thc ccll eyele [35]
Thc Identification of protcins in this "fiinctional subprotcomc" is obviously limited by thc
cxistcncc of known homologues of protcins to identify in specics with sequenced genomes F 01
this rcason, the use of antibodies. or other tcchntques to select subí^ts of protetns. such as thc
"Ag-NOR" staining. could be highly useful tools in the selcction of spots from thc bidimcnsional
gcl. on which tnass spectrometry could be further applicd. Thereforc. in specics in which
problcms could be present duc to thc absence of gene sequenecs. wc proposc an intermedíate
step in the protocol of proteomtc analysis. which is thc idcntification of candidatc spots by dircd
or indirect methods with functinnal significancc. prior to thc applicatión of mass spectrometry
tcchmqucs (Fig 2).
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Figure 2.- Protocoí for pnotcomic anaivsis. mtmductng thc prcviou* idctilification of candidato
spots by hjnction.illy üigmficant dinxl or indircct mcthixls Mas.» spcctrotnctry «nalysts should
then be fbcused on these sclcctcd spots (Adaptcd fnom (109J).
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BVSITV UX'AMZATION OT THE ONtON NUCÍ I í >l AR PRO 11 IN
N«f>A*4 IS DF.Pf Mi» S I OS < 11 I F>Mol ¡ M H M I O N M M I U M S M S
ANI»í I I I i W I I
FRANCISCO JAVIER MEDINA, FgUNANDO OONZALEZ-C AMACHO.
ANTONIO C KRDIIX1 tnd CHJ11XKKMO Oh CARO R
MaUgteai tCStC), Velérqat* 144. h 2HOO6 MafrvJL
Therc is abundar» eupcnmcnul cvidcmx that thc proccst of nbosomc biogcncut.
whicfa u morphoiogicslly cuprcwod m thc cell nucicus u a prnniíncni organctlc.
thc n^Klcolui. \% highty dcpendcnl on factor» rcguUUng cdl prohícraiion and ccll
cyck progreMK». Tbut. factor» stimulalmg ccll grnwth and divuion produce an
iiKTeaic of the rale of nbowame béofenc*!*; moroover, ih» rale u refulated dunnfi
the ccll cyck. m which it increaacs (tan Gl lo C¿2 and u irtoppod dunng milom.
acoompanicd by thc disassemMy of the nucleolui (Medina tt al. 2000).
li ii well kmtwn that ihu c»olut«m of ihc nucioolut dunng cdl eyetc penodi i*
aftaociated u\ (he chanfee* dctcvicd in thc mam nucloolar pnitctn» Theae
aclinfi a> tarjtcU of faetón oontrolhnji ocll prolilcraimo and ccll eyel
and. al ihc «me lime, ai rcffulatnn of ihc rute of prc-rRNA tranacnniínn
nmccsung at «liffcrcni icvcU, muid he ihc hndire ormncciinfi ccll cycUt and
pnvIiferalKwi events and regulation of nhnwmc hiofrcncm* (f Mwm. 1991) Amtmg
nucleolar pmtcins. nucleolin m a multifundionat pmtcin. kmmn m play mlc» in
dctcrmininc thc structure of Ihc chromatm conumtng the nbm»omal RNA (rRNA i
genes, in thc acttvation of rRNA gene transcnption. and m difTerent stepi of nrc-
rRNA proceawnp (Tuteja and Tutcia. 1998 (hmsly rt al 1999) Al lca« pan of
these funcUoos are dctcm»ir>cd by thc level of prx»sphory Utioo of nuclonltn by two
kinajes. namely cdc2 kinase and cascm kinase II. krvnwn lo play crucial rotes in ihc
rcgulation and co-ordination of ccllular evenu involved in «ell eyele and
prolifcrauon. As a cnrwequence. nucleolin if one of thc rnost ahundant prnteins in
proiiferatmg cells, whereas IU c*nreiwion is grcaily reduoed IB qutc«ceni cclls
Dunng the Gl penod. nuclcohn expreuion i* low, and progmcively incrcMO «I
high ratc unlil thc S penod. later. in O2. thc cxprc*«on continué» íncrcaung. but at
a tower me , in such a way thai thc mitimum level u reacbed jvist hcforc mitnti»
Dunng cell división, nuctcolm. togcihcr wtth other nuclcolar pmtctn* (fibnllahn.
B23) and prc-rftNA. is found m thc nucleoiar matcnals that annetate lo the
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pcnpbcry lo be camed to thc daughict tclli. a» wcU M ta
eiaoiarbodw»
Wc IMVC rcccnOy «. haraelen/cd in our labontory a nuckoUr protcin of plan< cdlt,
thai wc htv« tai Ipil V'pAM, «hoMing vn(crc«ling bwcttcOwjd aod immunotofical
analope* wtth thc mimnultuí nuclcolm ll>c Céreer «I «V. I W i In particular. »c
ha ve demon«tr»ted iU cnndiment m praltferaling celtt wilh nsapcct to
difTerenuated cell». and iti ohocphorylation paftem in nelauon lo casan tunase II
and odc2 Lause In thi* paper wc presen! a Hudy oí (he localixatKín im w/u oí thti
protein in diffcrcnt condiuodi of ccll pmiifcraiinn and cell eyele profitaiion. The
dcpcndcnce on lhc»c faetón fot Ihc quanlitaüvc le ve I» Ihat thc pmtein atuini in thc
nuclcolu». and alio for IU locah/aunn and dutnbution. makr it a suiuhlc marker to
study ihc inllucrxc on nboaomc biogcncsn of moc han tana ocmtmllin^ ihc ccil
eyek and prolifcrauon evenu in planta.
MatcriaJs aad Mctlmb
BtnUrgtcal matenah
Memurnuiu and quiesccm ccll» *crc Uken fram omon Hllrum cepa) n»U < H»i<m
bulbs wcrr gcrminalcd in fiitcrod water imilli-RO *Hcr) Quwacenl flMI
menstenu wcre dtnccied dinxity írvm unaoakod anión hulht
Omon roo* menstcmi wcrc final tn 4% parmfonnaldchyde and (i *^»
glularaJdchydc tn PHS. pH 7 *>. fcv 2 h at mnm tcmpcrahirc i RT i Thc initial <- min
of thc fítatinn wcrc camed nui in • vacuum chamSct In facilítale thc penetral ion «if
Ihc fnrnuldchydc «olutinn IIUKSC Ihc mcriatematic bktck* Afkcr fiuiMm. froc
aldchydc radical* wcre hlnrkcd wiih M) mM plyonc in PUS tur Mi min ai RT. and
hy two troatmenu. 15 min cach. with 0 *•-. «ndium bnmhydndc in PHS Thcn.
nrnis werc dchydratcd m an eíhaiml senea and cmheddcd in thc acrylic rcun
Iminunohcd (FMS>. accordinp lo thc mstruction» of ihc manufadurcr Scmnhm
2 fjm (hick. mounted on round, polv-lysine- or APTTS-coated cnveniipn.
fifí* incuNted in NocVmg soluOon (2% BSA in PBS» for JO min. and thcn
ited *ith anti-NopAM. at a diluiím of I 100 for I h al RT CovcmlifM wcrc
threc lime* in PHS and thcn ineuhated with FITC-conjiifatcd goal anti-
rabbil IgG. diluted 1:100. for 45-60 min at RT. Aficr nevera! wuhei in PBS, cellt
wcre ftaincd with DAPI rcagent (2 pji/ml) for 5 min Finally prtrparauom wcrc
mounted over nucroacooc ttidcs with Mowiol 40.SS rAldrxh). vitualized with a
Zeus Axioplan cpifluorcaccncc micmacopc. and rccnrdod with a Photometnct
Ctt> camera, model <.T 200A.
In other case*, rootí wwc fined in 4V. narafnrmaldchydc in PBS. pH 7.5, plut 5
mM MgSOi and lOrnM FGTA. for I h at RT Aftcr a glycinc treatment nmilar to
thai sbovc dcacnbnt cdl walU werc difcated lor I h i) 37V n watt dujeaucm
•oluiion (2 % i w M ircilulaac 1 % (w/*> pccUnaac. B J N <«/v) marcmrymc and 0.4
M maflmtol ift PBS), «nd mcmtcmi wcre •qutihod oven mund ooaicd cnvcnltpt
Tbc*e tclU
 kan Se dnc«l arx) «t««rcd • 2lf( I n v m -¡-i.f-.in..! celll «cu brotlglM (O
RT. rehstlrjicd m PHS and incühatcd t|tain »iih »*ll digcetnwi %olutt<m lev 20 min
ai RT. and then thc nuclear cnvelofic w u permeabili7«d witfe 1% (v v| Nontdci P
40 and 0.5% (v/v) «odiunt deonycboUle in PBS for 10 mm ál RT Im-uKaiKAt fiar
unmunofluorcKcnce. mounung and obvervalion wen done ai above decenhúd. hut
anübodict wcre more diluied (1400 the firtí anubctdy and 1 200 the fecondery
ooc)
ImiHufittfíitld firctron mirmacopy
Single laMirtK Ultnihin accüotu of omon rootí fued in 4**
parafomuldchvdcti <•. gluuralddiydc and cmbcddod in I R Wbtte wen
incubatcd succcssivdy wrth • blocking w>lui»on containing 2% BSA in PBST (PUS
plus 0.05% Twccn), with anU-SopA64 diluied 1:50. and with 10 nm grtid-
conjugaicd goal «tU-nbbit IgCt, dtlvlod 1,100 (for dctaiU of thc procodurcv ana
control», « e Cctdido and Mcdna. 1995).
DouNe-iahehitft The method dcacnbed hy Oeure fi ül ( 19 í | ) h u been folkiwcd
AJÍ «ep» werc perfnrmed at RT Aftcr a prrviou» incubaron m blocLm^ wilutxm
for 30 rain, ultraihm Kctiant were incubated * i th «nii-SopAM diluied I 90 in
bkclung soluimn for I h Thcn ihcy wcre ineuhated in 5 nm fotd-coAjiafatod
protcín A dilutcd 1 50 tn hlocking «olution for 45 min and treated wtth unlahclcd
pnMctn A diluied 1:50 Thc foümting incurwitnn w u wtth ctther anu < KII
{dtlution I 10) nr anti-cdc2 íimwc (diIuDrm I 25) Ftnally. gnd» wen incu
wtlh 20 nm iptld-onniujtafcd nrtucín A iiiltucd I 50 in Mnckinfi
InculMtinns wcrc sepárala) by thnx washing», 10 min cach, in PlIST At thc crnJ of
thc proccav grtds werc nrwcd in walcr and tounicnUincd »rth 2% aqueoui uranyl
accUle for R min. Control* conaistcd nf tbe «ub»tiiuuon of antibndie» by
prcimmune verum.
Fin» (\iometrv
Onion nuclci, isolated frnrti fot* mcnjtcms according to tur previoutly dc*t nbed
prncedure (De Cárcer et ai., 1997) wcre fiicd in 4% naraf<nrmaldcriydc in nuclci
Aock bufTer for 30 min at 4 T , and pcrmcabihrcd »ith 1 % Nnrudct P-40 in thc
same bufTer for 10 min. AfW blocking with 2*/. BSA, they were •ucoewvdly
incubated with the fina and thc Mcond antibndics as described above for
immunoiflunreKence expenments Ftnally. nuclci wcre routnended tn PRS plU \
0.5% Tnton X-100. with 50fig/ml prnpidiiim lodtdc
An rp i t i XL fin» cytomctcr (Coultcr Corporation} w u uied fm mcvHmng thc
intensity of thc fluoresccncc cmiticd by FTTC at 525 nm. in loganthmic scalc. in
caen onc of thc inlcrphajc penods (G), S. and G2). Tríese penods werc determinod
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by mcaturuif. in linca* tcaJc. at 600 nra. ihc dudmccncc emittod b> prop»diuni
i«didc lo boüi c«*c». cacitattaa » « done with light cmiticd si 4 M nm with »n
Rr»«lt>
In «tu iocaltzatia* nf SopAM tu prnlt/rranng celh.
The U K of 2 jim semithin acctions of Immanohed-cmhoiklcd rooU fof
immunnnuorcsccncc ftudies proóuced a «ructunl prcaervation of high quality.
and a dnaüc rcducliot) of thc background duc to Ihc plan» mil of fncut Actually.
our cxpcnctMX 11 ihat thc fluonscent imagc obtained (rom a senuthin ncviion 11;
comparable to • confocal image (not dxrnn here) Funhermorc. unisponfk
background waa $traog\y roduced by thc tueca»ve appt>caboa of glycinc and
borohydnde aa Mocking agenu for íroc aldchydc groups. In face »c have venfiod
Ihat, when ihcsc trcatmcnU wcrc not appliod. thc direci cumiiution of «octiont
MOÓcr U K fluaresoenoc nucrotoope v-ilhout «ny other treatmem ar «Uiiung.
producid high l o c h of *uU>fluof«Kcnc«.
ImmurxifliMfrcsccni locah/ation nf NopA64 «hnwcd thif ptvMetti to be prc*cirl m
the nucloolus (Fig ] | Thc conditunu oí tampl« prvptFMMm altowcd a highly
precise locali/alion nf the labeling. and the defimuon of «uhnuclcnlar MnKiureí tn
which thc pratein w u pnrfcrentialty Incaled. Thcue ttructum wcrc the tnncrmo*t
l ie. I *> l iwiuii ift j i i iKin tnakrMwm ai NnpAM n MHMalMHMHÍ.
aim L«WI mni cmhuMci* w •>« frtá* "l—miiiliiiir TTu 11 1nn ni fcwdirtil ni \im
H gt 11 cnrTT^Kmt «o «w U^JvMrm t4 tw frrtrm. a»d »L 4). ft hl M «hm» ifcr t>AJ"| ftaMag ni OH
«ame iwamiw cefl. aUtnnng m e*>y i4niBcaiJrni of mn«K p h m ai. h| Pn^fcan.
«•(Wfinw of Ü» pmtrtn c(, <íi M(Uf)tw»c A m » pomln lo thc warlwlar n s n m ei.
TI» p»W*M> i* tnfawii at Ifcr agytwty nf chwminnwiw tk hl fjrt> uU^tmat Tac |
kcalinrd m pnrwckabr bufas Ban mdicaír
J -
• . L K W U k alJJhifc)*»»
The nuílmtu» ai OI ha* tarar bMcrofrarna fftmlUr cenMn
i U * f » firtmá'ar .Liuajyiwifi H pnctcally ab«mi Al *¿J
i and numerrw (an™n|. Orne a • cemnl -»«con*e~ ÍV| aad dw
If ¡I Han. mÓKMt I pon í I Hi&tt ia^lHf»lliia «4 » raí* at l»l
amuno r u <ÜHB**I A ir* gtwa parucm May aBOBBBBBaar^  nf
íanrmhraA) di tacalmtion nf SffiAM m qwttcrní «Oí 1 Jirlnp «ppean evenly
Oír — - * - * - . wMdi camnb onhy rrf dmw OhnlUr m m p u t * ÍDFCI aad
. chf CÍWTWTMÍITV
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tíhr
áreas of thc nuclcod». and could be identiftod ai Ihe denac fihnlUr
(DFC) (Fig la) Hnwc^er. thc imagc «ho»« a focal dutnhutwm of thc protón
throughcnn ihe DFC. ttncc thc pattcm of dicinbutKm wat. in fact uneven. »ith
accwnulatKins detectad aa very amall drrt* nf difTcrcni bnghtnc» Thc
ni of thcac íncí «tmnfty " i p r f i thai aone unlahclod round arca* are
left among them. ll ta Icmpung lo idcntify thcac unlahclcd área» a» fíhnllar centerv
<F<.»>. but. aclually. Ihe «tructml ditcnminaiton of thc amall PCi typtcaJ of ctnion
mentíemabe ccllt n oui of thc nnge oí rcanluticm of thc light nucraaoopc and
thouJd be done at (he uhra«(fuctunt Icvcl (aoc fnr»ard>
SopAM durímg mito tu
The distnbutioa of NopAM tn mitouc ccll* wat atudtod b> immunofltumiwaemec
aa sqiushcd cclls, m ooncert wtth the visualization of DNA by DAPI reagent.
pajriog spcciai attcmion lo its fine at the tune of duancmbly of thc nuclcolu» and
lo its potential prcicncc m t truc ture i known to Uke a pan tn the prntrniímic
nuclcologenesis (Fig 2)
ln prophasc. as thc nucloolar cnmpnncnts dmpersed. O K pmtein waa alao dispencd
Thc pcnphcry of thc oondcnsing chromoKwnct was a urget of thii dicperuofl (Fig
In metaphasc <Fig. 2c. d) and anaphaac (Fif 2c, f).ihc pfmcín wa» exeluded from
CfeMraotonKS, bul locaJly aocumulatcd al Ihcir pcnphcry. Two hnght apota.
obterved in mct»pha»e (Fig. 2c). could be idcnlificd. mn« prmhably. as thc
nucleolar organi/cr* f Nf iRa)
Al eariy tclophaM;, thc linoaf flunrmccni Mructurat of thc dMmnaomc penphen.
oondeiMcd pmgreuivcty m rnuttded bttdiet. prcntictcoUr bodic* (PVB«), tome of
thc nnmurKuiJumní appcared rm linear «trutiure* and wmc o»hcr nn royndcd
ftructurc» ln all caaes, il W M cftcludcd fmm íhrnnuwotnc* (Fig 2g. h), At
telnphaae progrcaaed. all the «tained nuclear «irwturc* »<rc «hown ln coop«fMf«tc
tn largcr munded hcxíic», cnrmprmdtni! tn the rcnrgamrtng nucteoti (Fig 2i. 11
\~np.4M a) ihe elertrtm micrntmpe in reiotfnti tn differentiatinn and rell cwte
Thc in fita Iocali7ation of NopAM has boen alio «tudicd at the electrón
micTO*copc Icvcl, by mean* of thc vmmunogold pmcedure Stnce NopAM wat
previously ídenbñcd as a prolifentinn-as<iocial«d pmtcm (De C'árcer. el al 1997).
thc study has been performod in pmlifcraiinp vernt* quicnociM cclU. and m
diflcrcnt ccil eyele penods nf onion pmlifcratin^ ccHi in .nru labeting hai hecn
quanttficd m order to obtain thc densrty of particlcv in relevant nuclear and
Mmctural domam». as »cll a* thc rclativc accumulatton of labcling with
! to nucleoiar fíbnllar ccnicr^ (F(>|
On onton root meristeniattc celli (both prolifcrattng and qutcvccni), thc prntcín
appearcd nesüicted lo thc nucleolus fFig» la-d and 4A) Insidc ihe nwctoolus, (he
fibnilar oomponenl (DFC) was (he preferenttal target of (he anti-NopAM
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antibodv m all caaci uivcstigated. though. occas»naJly. «ame pariK Le* «ere
máót FCi (Figi U-d and 4ti) In rnott caact. R ' i appeared devatd af
tbus confirmintí otar bypothcucal muaprctalion of ihc rcmti» of the
imnumnfluorcaoeacc atudy
Significan! difícrcntci in ihc contení of prntetn. crtimaiod u paruetc dennty tftci
mununolabding. »crc fouod in dependenoe oa the proliferaüon « M H of tfac cdJ
(Fig 4C). prolifcndng « D i fFigi \*-c\ ahimcd l iman doublc Uhchnjt dettciiv
than quieKcnl celli (Fig 3d) A similar tituaUon w u found *bcn <<l and C¡2
penods nf ihe cell eyele »crc compvod, ihowinf; (hal labcimg of ihc nuclonlar
DFC of G2 oclls v i l 14 urna the Ixbding found in OI ccüt (Ftg. 41» Thu
comfunnm vkj<. fv«.Mh>le in an asynchroaoui <>ni.m r.~^  mcnMcm MIXC (hv
morpbological fe ature* of nuclooli in the two interphasc pennde are quite difYcrvnt
(Sacrútán-Oánic et al. 1974): G l oell nucleoli are characteriTod by large
txrtcmgcncoin FCa and very Imlc granular componen ( 0 C | (Fig. 3a). whercav. ( Q
cell nuclcoli ha ve small hnmogencout FCi. ha ve a central nutI colar \acuolc and
the (A n «bumUnt. surmunding \hc DFt* and alw «ithin vhc vacuole (Ftg *h\
the mere visual examination of electrón micm^raplis nf immunnlabclod
froRi prolifetalinfi cclli at a magnifícatinn large cnougb. a •ubnuclcnlar
dtathbuüon of NopA64 m the Mim>undinjt» of H » cnuld he inícrrod «ith mure or
kss precisión (Fig 3c). However, the application of the mcthnd of the Radial
Diimbutioa Funcünn {Martuivici <* al, 1974. Martin una Medina. 19411, «huJí
qtamuuiivety estimaiod ihe accumulatinn nf lahelmg in conccMnc annuli aniund
the centmtd of FC», cvidcm-cd (he pnMcin lomcnlraicd on Ihc afea of tnruition
hctwccti FC'i and the 1>FC . a» «rdl t* in /non of the f>r< nc*t H % (Fig. ftAl Th»
Mihnuclcolar diitnhuitnn i* quite difTcrcnt fruni ihat rthwrved tn quie«c«nl celU m
»huh the tahcimg appcar» lo he more dt«pcr»c*l thmugh<Tut the nuclonlar body
(Fig. 3d) Radial DiKtnbution Funct»on applied to qutcKrcnt oell núcleo 11 did not
allow tn dcftnc anv prcciwc miclcolar domain a» prefcrcntial urgel for the antibody
íFig 6B)
Exprtxxion ofSopAM íhmunknur interphtue. emmated byflam ciinmetn
The anal y si i of the expresión of NopAM in the threc mam nenods of intcrphaBc
was estimatcd by mcasunng. under Ihc fltrw cylometo'. the fluorc*ccnc« emitted by
isolatcd nuclei Ubclcd with FITC-coupIcd anti-NopA64. The valúe» otnainod ftr
ihe protetn tnd PNA (labclcd by propktium todidct werc normali/mi anHgning the
valué I for the Gl penod and refemng all data to thu onc. The amount of nuclear
NopAM tncmscs thmughout interphaw until Ci2, in whicb the atnount of proicm
i* máximum, almost doubling ihc Gl valué However. (he rale of incrcuc u not
uniform. but ihe highest rale occun befnre DNA duplic«Uon (S penod) (Fig. 5).
It is interesting lo note that ihe diffenmcc bctwccn f »2 and ( j l csttmatod by f io*
cytometry is higher than ihe difference obtained by counttng (he tabeling dcnnty
M I micmgraptti Thti n «ot «n indicauon oí a lack of accarwcy ai ihc
tnorpholupt al iclctMifiiaiinn nf phajc*. buL cctuinly. íli>» ommctry •• • more
confuten! tcchntquc ihan lihcl counling rm mtcrographi.
co-toc*Hx*tiam of SopA&4 tmd fin ft/iraflnn ryjmud
A* we prevtot*»]y dcrnontfnUxi, NopAM >» a pboapborylaied prmcin. tapaMc of
•cttag tn vioo as wbnnic of cwcui kinue I] *mj ede2 kinaac. t»o cnrymoa wfeoac
phoaphorybting acuvity 11 ckwely reUted lo « I I prolifcftiioft cvcnU (De Cárocr rí
a/., 1997). Fot thii rasan, wc ihoughi it would be niin u Hiag u> mveatigatc thc
fimuluuicous Idcali/jtnw» in wru of NopAM ind theae n»o kiniKt tn proliferante
ccllv by mcani of an uHr«inxtur»l doublc-Uheling atnlegy. The m u l u tbowed.
in fact. co-tocah/auon nf ibc two ILI IUM» and NopAM m thc DF(. of ihc
intcrphasc nucloolu*. in aomc casca vcr> cióte tn F l t . alihough IB ao cise oo-
localizauon w u found al thc interior of Ft % (Fig. 7au b)
The zoocs of co-locmti/atmn coincide widi thoac of tbc highcct accianulaünn of
intcrcsUngh. tbnc ronc« *rc ihc stnxrtunl ute of tran«cnpt>m> and carí>
sntg of prc-rRN A Thi» could mura l a role of NopAM phniphoryUuon m
thesc crucial nuclcolv evenu.
Hg. 4 tjuantHMMvt mé¡ m te tealiMnn» «f te pmtcw StpAM, • — - * b* ur faaj i
* *ap^*w awot^^aiifc 1JÍ**Í#*Í Í» p*>íiiciwy mkttfMlo tfai ffMdaaAiM (AI and. w 4 m a. lo
• cjwpuuLiM. »h»rti ii te naM tabcied aodaatai áoaaaai (Hi rinMcnuaj ocOk rito»
nf Oír pirtrM tea «aanoaat o»«t « t whrrrM dura* intrrp»MM. (17 t»M» arr
m t rwwhnj at iSr fn««n te* <ll ea% (Dt t*hcimm>al>o* ni (11 aad <¡! ccOt «*» nwwV «xh
Fia. $ • QuMMjtnr r-rroimn at (hr »mmon «f (he kvrt nf r*nfkAM Owmiphntf nnjituw
SloOl Auyway Uw tnp Irvrit «»
tai pmiifcnlaiK (Al
i K i » * i peak at te I
te J M C » * On te canttmy, on
dnrnam fnr Ht
of NnpA64 and t w katam «Hkidt ir b m n tn pUy R«rvaM
i * I B I I of *K
nf tu a»to«B of d»
ntkt tn cdl prnlrfcntrm and cdl cytk mataatKm I I I H I I — I M caica» kmatr II tai and odeí kmmt O>i
t JihHmf ní NopAM n nf)meftt«l hy « m i 1 a * antd pMUdet. «lierm brat » nm | M d r <
I tn te koiau m eadi c«ac. taMto akn* a» <n»r»wi» of tí» a «e l id í htsw « M i » mar .«
^ í c d irt ifciMi (he lahf lanaj- la W i CMOL co-ncftluabon i* <4nefvcd jri <hr wna^ lbuilHMjdk
of PCi ( « n m i . thai n m te mar» of te hiatm aonaiwlaitnn of te fuman, «tefe «rt. ai te «aaar
U K . dw daaaaaa m *txch trvncnpiina and cari? p m m m of p»n*> A lake plaae Hrwrver. co.
nnt otatfwd ai flw rraenor of fCt DPC Oeaae í*r«ar niaayiiiMia,
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•I obacrvation dcmonftrata that NopAM iict in ihc nucloolar Dcnac
Componcnt <l)FO. ihc ule of prcnbotomaJ precursor proecsatog and. Un
tome Muúton, «lao of pre-rUNA trantcnpuon (toe Sfeaw and Jordán. 1995).
Howcver. NopA64 u not evcnly dionhuicd to «he IHC. bul il atcwmuUtcs around
Fibnllir Censen (FCc). In particular, ihe pmtran ¿onccnlntct in thc tranvunm «re*
bu»een F O «id thc I ) R Thu u to in prolifcrating cell». boca use in qwcsccnt
ccll» the nueleotv dionbuuon of thc proictn foltow» m bomogenorn» paiicrn. betng
pment in lowcr imnuni» ihan m pmlircnling ccUt.
Since thc arca of uructunl tranttUon bctwccn FCc ind thc !>R has boen ihimn tu
be ihc stle of nuclooUr tnnicnpuan (Mmrtin el al I98V. Manin and Medina. 1991.
De Cárccr and Medina. 1999), Nn<pA64 appcan likclv urvolvcd m thc cariy prc
rRNA |WIII< • ! • • . evento and. probaWy alio, in nodcolar trsnccnpdfm Thc
mbouclcoUr cfastnbubon cotrcUtcs wcll with (he exportad Incali/Jlion oí a
tavolved m «arly preocang of nbowtnal preounon, acoordtng to ihc
tnap of functioiul arthnccti*e IntefCftingly, SopAM w u found in (he
between FCi and thc W C , thc same tile in »h*ch transcnptKtn of
has been found (o takc place. Thi» locatmn, which ha* *l*o beett f^und f.-t
ftbnllann (C'crdido and Medina. 1995). aupporu (he idea that pmccwung of
nboKmul precunon begín* when tranvi-npium clnnftatxm nf pnmary prc-rRNA u
•Utl in progrcai. corTcsncmdinjt to ihc image <>( thc terminal hall» oí aawcnt R\'A
ihain». acen tn Milter groada of nuclcotar thrtimatin. intcrprctod as prc rRNA
prnccMing cnmplc«c« Mnrccrvcr. to Uxjli/ation nf NnpAM nnth cdc2 kinaac and
ittcm kinav II in thc F < Of c irantitum arca and in thc pm»imal mne of ihc
DFl ' . wgs:caU that NopAM phtnnhorylstion ncrur» in thmc nutlcoiar dnmain*
that are cniical for (ranscnplion and carly ptnccs*in|i
Thc fale nf VnpAM disTing mitotis \% exaelly thc wnc a» »c ha%e dcKcnbcd for
componente of Ihc nuctcolar processing complc», unng cu nnr hybndt/slion for
pie-fUNA and bctcrofogwj* antibodtcs for fibnliann and nuclcohn (Medina ef al.
1995). Thcrefore, NopAM would accompany olhef component* nf this tomplcu.
including prc-rRN'A. in transir from the parent cell nuctoolin to the daughtcr ccll
nuclcoli. tnmughout (he ftvmattnn nf tranutory mitoüc iiructures, such a» the
chmmosomal penphcral «hcath and PNBs. Thu». NopAM can be dcfined u a
"chromofomal pasnenger pmtein" (Hemandc? Vcrdun and damier. 1994). ai wetl
as a protein uking pan in nuclcolngcncsu.
Wnrk prrfnrmrd xtlh I V irrimtral onnlmrr nf Mn )4rrrré*n Camota and H n \tnw% Frmttirhr!
bf «V %»*«* Saitmat fían fnr Krtrarrb ÍVurtipimii and ImmmMm (Mtoitin- af
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